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1 Einleitung

1.1 Pneumokoniosen

Unter Pneumokoniosen (“pneumo‘= Atem, Luft; ,konis“= Staub) werden nach Zenker
(1867) Lungenverédnderungen nach Ablagerung von eingeatmetem Staub verstanden.
Pneumokoniosen durch anorganische  Stdube werden insbesondere durch
Asbestfaserstdube und Quarz verursacht. Es handelt sich um die in Deutschland am
haufigsten entschéadigten Berufskrankheiten (BK Dok, DGUV 2012).

1.1.1 Asbest
Asbestfaserstaube sind natirliche, mineralische Stoffe, die bereits seit Mitte des 19.

Jahrhunderts aufgrund ihrer herausragenden physikalischen Eigenschaften vielseitige
Anwendung in der Industrie fanden. Asbest zeichnet sich, wie der griechische Name
bereits  andeutet  (,,ashbestdos“=  unverganglich) insbesondere durch seine
Temperaturbestédndigkeit, hohe ReiRfestigkeit und Elastizitat aus und kommt heutzutage
noch in zahlreichen alten Baumaterialien vor. Man unterscheidet sechs Unterformen
von Asbest, welche in zwei Gruppen unterteilt werden: Serpentin (Chrysotil
»WeiBasbest) und Amphibole. Die Amphibole werden nochmals unterteilt in
Krokydolith (,,Blauasbest), Amosit (,,Braunasbest), Tremolith, Aktinolith und
Anthophyllit (Carbone et al., 2012). Mit ber 90% nahm Chrysotil den quantitativ
héchsten Anteil am Asbestverbrauch der westlichen Industrienationen ein, Krokydolith
und Amosit finden nur in etwa 2-3% Verwendung. Typisch fiir Asbest ist die
Spaltbarkeit entlang der Léngsachse, so dass feine, lange Fasern entstehen, die nur
mittels Elektronenmikroskopie erkennbar sind. Besonders Fasern mit einer Lange von 5
pm und einem Durchmesser von 3 um sowie einem Verhéltnis Lange zu Durchmesser
groRer als 3:1 fuhren nach Inhalation zu Erkrankungen der Lunge oder des Lungenfells
(Pleura) bis hin zum Krebs (Schneider et al. 1998). Das Wissen uber die gesundheitliche
Gefahrdung durch Asbestfaserstdube ist bereits seit den 60-iger Jahren aufgrund von
epidemiologischen und arbeitsmedizinisch-klinischen Erkenntnissen bekannt, (Selikoff,
Worth, Woitowitz, Raithel et al.), dennoch dauerte es einige Jahrzehnte bis 1993 in
Deutschland ein Asbestverbot sowohl hinsichtlich der Verarbeitung als auch der

Verbreitung in Kraft gesetzt wurde (Schneider et al., 1998).
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Infolge Inhalation von Asbestfaserstduben gelangen die feinen Fasern in das
Lungengewebe und uber Lymphbahnen zum Rippenfell. Infolge fibrogener Effekte von
Asbestfaserstduben treten Lungen- und Pleuraasbestosen auf, infolge kanzerogener
Effekte entstehen Bronchialkarzinome, Kehlkopfkarzinome oder das von den
Mesothelzellen ausgehende Mesotheliom. Diese Erkrankungen sind in der Anlage 1 der
Berufskrankheitenverordnung (BKV) der sog. Berufskrankheitenliste unter den
Nummern 4103-4105 aufgefuhrt. Trotz des Asbestverbotes zdhlen diese Krankheiten
nach der Larmschwerhdrigkeit (BK Nr. 2301) zu den am hé&ufigsten anerkannten
Berufskrankheiten. Berufskrankheiten sind nach 8 9 Abs. 1 SGB VII Krankheiten, die
die Bundesregierung durch Rechtsverordnung mit Zustimmung des Bundesrates als
Berufskrankheiten ~ bezeichnet und die  Versicherte infolge einer den
Versicherungsschutz begriindenden Tatigkeit erleiden. Voraussetzung fur die Aufnahme
in die Berufskrankheitenverordnung (BKV) ist, dass die Erkrankung nach den
Erkenntnissen der medizinischen Wissenschaft durch besondere Einwirkung verursacht
sind, denen bestimmte Personengruppen durch ihre Arbeit in erheblich hoherem Grade
als die Ubrige Bevolkerung ausgesetzt sind (8§ 9 Abs. 1 SGB VII). Da diese
Erkrankungen erst nach einer jahrzehntelangen Latenzzeit auftreten, ist mit einem

Anstieg von Berufskrankheiten auch in den nachsten Jahren zu rechnen.

1.1.2 Pathomechanismen bei der Entstehung von asbestinduzierten
Erkrankungen der Lunge und der Pleura

Die Inhalation von Asbestfasern fuhrt im Lungengewebe zu einer chronischen
Entzundungsreaktion mit daraus resultierender fibrosierender oder maligner Entartung
im Bereich der Lungen oder der Pleura. Neben der Beschaffenheit der Fasern spielt die
Expositionszeit und Ko-Faktoren wie beispielsweise das Rauchen eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung dieser Krankheiten. Gelangen Asbestfasern in die Alveolen
werden Makrophagen aktiviert und versuchen diese zu eliminieren. Aufgrund ihrer
Lange konnen Asbestfasern nicht vollstandig phagocytiert werden. Es kommt zu einer
Akkumulation im Lungengewebe, welche einen fibrotischen Umbau in der Lunge
verursacht. Mit neutronenaktivierten Krokydolithfasern konnte eine gezielte Wanderung
zur Peripherie der Lunge festgestellt werden (Schneider et al., 1998). Die in den
Alveolen festgesetzten Fasern gelangen innerhalb kirzester Zeit auch in die viszerale
Pleura und von dort, tGber das Lymphsystem in den Pleuraspalt und zur parietalen

Pleura.
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1.1.2.1 Die Lungen- und Pleuraasbestose Nr. 4103 BKV

Inhalierte Asbestfasern, die langer sind als 15um (entspricht dem Durchmesser eines
Alveolarmakrophagen), koénnen weder durch mukoziliare Klarung noch durch
Phagocytose der Alveolarmakrophagen vom Organismus eliminiert werden. Sie lagern
sich in den Alveolen an und konnen sich in zahlreiche Lé&ngsfibrillen aufspalten
(Sanchez et al., 2009). Sie besitzen die Eigenschaft in Richtung der Pleura zu driften
(Pleurotropie) und subpleural zu akkumulieren (Mossmann et al., 1998). Hier kommt es
zu einer zelluldaren Entzindungsreaktion, wobei Chemokine und Zytokine, wie
beispielsweise das TNF o, freigesetzt werden, die weitere Makrophagen, T-
Lymphozyten und Leukozyten einwandern lassen und eine zelluldre Inflammation
induzieren (Mutsaers et al., 2004; Schneider et al., 1998).

ROS/RNS « Asbestfasern — Zellschadigung

|

Aktivierung von Signalkaskaden -+

Genexpression

.

Zytokine z.B.TNF alpha
— Zellulare Imflammation — Chemokine
l Wachstumsfaktoren

Uberschiefende Proliferation
Produktion extrazellularer Matrix

Abb. 1: Pathomechanismus der Entstehung von Fibrose nach Einwirkung von Asbestfasern.
Mod. nach Kamp & Weitzmann, 1999. ROS = Reaktive Sauerstoff Spezies; RNS =
reaktive Stickstoff Spezies

Zudem setzen die aktivierten Alveolarmakrophagen Sauerstoffradikale frei (Mossmann
et al., 1998; Schneider et al., 1998). Diese zytotoxischen Substanzen entstehen
gleichzeitig durch Redox-Reaktionen der Eisenmolekile, die sich auf der
Faseroberflache der Asbestfasern befinden (Shannahan et al., 2012). Sauerstoffradikale

schadigen das Alveolarepithel (Pneumozyten Typ I), was unter anderem Pneumozyten
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Typ Il zur Proliferation anregt (Lesur et al., 1995). Dabei sezernieren diese
Wachstumsfaktoren und stimulieren so Fibroblasten zur Proliferation und
Kollagensynthese sowie zur Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
(Mossman et al., 1998; Schneider et al., 1998). Diese Ablaufe fiihren zu einer
persistierenden Entzlindungsreaktion (Manning et al., 2002). So kann eine massive
Kollagensynthese und Produktion extrazellularer Matrix induziert werden und
letztendlich zur Entstehung der Lungenfibrose beitragen (Mossman et al., 1998).

Durch eine Verdickung der Alveolarmembran und des Interstitiums entsteht
histologisch das Bild einer Lungenasbestose (Schneider et al, 1998). In
fortgeschrittenen Féallen zeigen sich ein Symptom-Trias bestehend aus Dyspnoe,
auskultatorischem Knistern tber der Lunge und Zeichen einer Fibrose im Rontgenbild.
Die rontgenologische Klassifikation erfolgt weltweit geméR der Klassifizikation der
International Labour Organization (ILO), wonach anhand von Standardrontgenbildern
die GroRe, Zahl und Lage runder oder unregelmaliger Verschattungen und
Verkalkungen auf der Rontgenthoraxaufnahme erfalit werden. Somit lassen sich die
Fibrosen in verschiedene Schweregrade entsprechend der Streuungskategorien einteilen.
Lungenfunktionsanalytisch gehen die verdnderungen mit einer restriktiven
Ventilationsstérung einher (Wang et al., 2006). Im lichtmikroskopischen Bild sieht man
eine diffuse interstitielle Fibrose, die vorwiegend bilateral in den unteren zwei Dritteln
der Lunge zu finden ist. An Basis und Hilus sind die Zeichen einer Fibrose am starksten
ausgepragt (Staples et al., 1992; Miller et al., 1990). Ausgedehnte fibrotische
Verdnderungen liegen meist nahe der viszeralen Pleura. Im meist progredienten
Krankheitsverlauf kénnen eine Honigwaben- (honeycomb-) Lunge (Craighead et al.,
1982) sowie ein chronisches Cor pulmonale und selten auch Bronchiektasien entstehen
(Schneider et al., 1998). Klinisch lasst sich die Lungenasbestose nicht von der sog.
,ldiopathischen* Lungenfibrose unterscheiden. Zur Differenzierung beider Diagnosen
dient die Arbeitsanamnese mit Nachweis einer relevanten Asbestfaserstaub-Einwirkung
am Arbeitsplatz.

Die Einwirkung von Asbestfasern filhrt zu einer Anreicherung von zellarmem
kollagenem Bindegewebe auch im Bereich der an Brustwand, Zwerchfell, Perikard und
Mediastinum grenzenden Pleura visceralis und parietalis (Schneider et al., 1998). Man
unterscheidet zwischen diffusen Verdickungen der seitlichen Brustwand und
rontgenologisch hyalinen Plaques, die im Verlauf verkalken kénnen. Bei Befall der

viszeralen Pleura ist meist das darunter liegende Lungenparenchym mit betroffen. Die
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viszerale Pleuraasbestose kann zu ein- oder beidseitigen Pleuraergussen fihren. Kommt
es zu einer Verschwartung beider Pleurablatter mit Adhérenz des costo-phrenischen
Winkels, entstent das Bild einer Hyalinosis complicata (Schneider et al., 1998).
Asbestkorperchen finden sich im kollagenen Gewebe der Pleuraplaques nur selten
(Manning et al., 2002).

1.1.2.2 Der durch Asbestfaserstaub verursachte Lungen- oder Kehlkopfkrebs (Nr.
4104 BKV) und das diffuse maligne Mesotheliom der Pleura, des Bauchfells
und des Perikards (Nr. 4105 BKV)
Die Exposition von Asbestfasern fuhrt neben der oben beschriebenen fibrogenen
Wirkung auch zu einem erhohten Risiko fir die Entwicklung von malignen
Erkrankungen. (Schneider et al., 1999). Die Hauptursache des Bronchialkarzinoms ist
weiterhin die Inhalation von Zigarettenrauch. Der wichtigste Risikofaktor im
beruflichen Umfeld bleibt wegen des Latenzphdanomens jedoch der Asbestfaserstaub.
Ein multiplikativer Effekt auf das Erkrankungsrisiko eines Lungenkarzinoms bei
gleichzeitiger oder nacheinander folgender Einwirkung der beiden Noxen ist sowohl
tierexperimentell als auch epidemiologisch gesichert (Schneider et al., 1999). Das
asbestinduzierte Bronchialkarzinom zeigt klinisch und diagnostisch keine wesentlichen
Unterschiede zu anderen priméren Bronchialkarzinomen. Auch histologisch entspricht
es einem Lungenkrebs anderer Atiologie. In manchen Studien fiel eine Haufung von
Adenokarzinomen auf (Rom et al., 1998, Kannerstein et al., 1972, Johansson et al.,
1992, Churg et al., 1993); es werden jedoch sdmtliche histologischen Tumortypen
beobachtet.
Nach dem derzeitigen Kenntnisstand sind andere umweltrelevante Ursachen als Asbest
und die vergleichbar biobestdndige Mineralfaser Erionit fur die Entstehung des
Pleuramesothelioms beim Menschen bisher nicht gesichert. Dabei steigt das Risiko flr
diese Erkrankung mit der Dauer der Exposition und Intensitat der Belastung an. Das
Maligne Mesotheliom des Rippenfells, Bauchfells und des Perikards (BK Nr. 4105
BKV) gilt als ,,Signaltumor® einer Jahre zuriickliegenden Asbestfaserstaub-Exposition
(Roesler et al., 1993, Woitowitz et al., 1984). Es ist ein sehr aggressiver Tumor, der von
Mesothelzellen der Pleura, des Peritoneums oder Perikard ausgeht. Die mediane
Uberlebensrate betrit lediglich etwa 9 Monate. In den USA sterben jahrlich 3000
Menschen an dieser Erkrankung, in den westlichen européischen Lé&ndern liegt die
Mortalitat bei 5000 pro Jahr (Carbone et al., 2011).
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Die Asbhestfasern passieren die Alveolarschranke und lagern sich auf der Pleura
visceralis und parietalis ab (Brockmann, 1992, Konietzko und Teschler, 1992,
Schneider et al, 1998). Der kanzerogenen Wirkung liegt eine chronische
Entzindungsreaktion zugrunde. Die inhalierten Asbestfasern fiihren zu einer
Aktivierung einer zundchst lokalen Entziindung, die zum einen mit einer erhdhten
Produktion von Zytokinen (wie beispielsweise das TNFa), Wachstumsfaktoren und
Sauerstoffradikalen einher geht. Weitere kanzerogen Faktoren kommt der Interaktion
mit den Zielzellen zu (Schneider et al., 1998).

Immunkompetente Zellen Asbestfasern  Lymphbahn

Krokydolith

@ Alveolarmakrophagen

Malignes Mesotheliom

Pleura parietalis

3

23

Abb. 2:  Aktivierung immunkompetenter Zellen nach Asbestinhalation ( mod. nach Matsuzaki et
al., 2012)

Auf molekulargenetischerer Ebene induzieren Asbestfasern die Expression des
nuklearen Faktors kappa B (NF-kB) und aktivieren zellulare Signalkaskaden (Mossman
et al., 1998). Auf diesem Weg wird die Transkription verschiedener Gene stimuliert. Zu
diesen zédhlen unter anderem Gene fiir Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.B. Tumor
necrosis factor, TNF-a und TGF-B), Protoonkogenen (z.B. c¢-myc) und
Tumorsupressorgenen (z.B. p53) (Kamp et al., 1999). Das Gleichgewicht zwischen
Apoptose und Proliferation auf der einen und die Aktivierung von Protoonkogenen und
Tumorsupressorgenen auf der anderen Seite spielen eine zentrale Rolle in der

Kanzerogenese (Kamp et al., 1999 und Schneider et al., 1999). Insbesondere die
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Bildung freier Sauerstoffradikale erhoht durch deren biologische Interaktion mit
Makromolekulen wie z.B. der DNA, Signaltransduktionsproteinen und Membranlipiden
im Wesentlichen das Risiko einer malignen Entartung (Bhattacharya et al., 2005, Kamp
et al., 1992, Mossman et al., 1998, Hardy et al., 1995, Manning et al., 2002).

1.2 Die Quarzstaublungenerkrankung (Silikose) Nr. 4101 BKV und
der Quarzlungenkrebs Nr. 4112 BKV

Siliziumdioxid SiO, kommt als das h&ufigste Mineral der Erdkruste sowohl in
kristalliner als auch in amorpher Form vor. Die am weitesten verbreitete Form ist der
kristalline Quarz, der sich unter extrem hohen Temperaturen in weitere Modifikationen
wie Cristobalit und Tridymit umwandeln kann. Tierversuche haben gezeigt, dass
kristallines Siliziumdioxid SiO; eine fibrogene und kanzerogene Wirkung aufweist. Der
Quarz kommt natirlicherweise in vielen unterschiedlichen Gesteinstypen vor, wobei der
Quarzanteil stark variiert (Sandstein: ~67% Quarzanteil, Granit: ~25-40% Quarzanteil)
(Leung et al., 2012). Durch seine vielfaltige Verwendbarkeit stellt Quarz einen
wichtigen natirrlichen Rohstoff dar und wird unter anderem in der Glas-, Keramik- und
Zementindustrie sowie in Form von Quarzsanden genutzt.

Die  Quarzstaublungenerkrankung  wird  verursacht durch Inhalation von
alveolengéngigem kristallinen SiO,. Typisch sind intrapulmonal gelegene hyaline
Knotchen, die als Granulome imponieren. Rontgenologisch finden sich kleine rundliche
Schatten der Form p, q und r, die sich meist in den Ober- und Mittelfeldern finden.
Diese neigen zur Konfluenz bis zum Auftreten von Schwielen (A-, B-, und C-
Schwielen) Trotz arbeitsmedizinischer Praventionsmalnahmen stellt die Silikose eine
der bedeutendsten Berufskrankheiten weltweit dar, wobei in den letzten drei
Jahrzehnten eine kontinuierliche Abnahme der Mortalitdt in den Industriel&éndern zu
verzeichnen ist (Madl et al., 2008).

Die Quarzexposition ist assoziiert mit verschiedenen Krankheitsbildern, wobei die
Tuberkulose, die chronisch obstruktive Atemwegserkrankung (COPD) und das
Bronchialkarzinom die am hdufigsten assoziierten Erkrankungen darstellen.

Quarzstaub zeigte im Tierversuch nach inhalativer und intratrachealer Applikation eine
erhéhte Inzidenz an Lungentumoren.. Quarz-induzierte Bronchialkarzinome wurden
mehrheitlich bei Arbeitern mit vorbestehender Fibrose (Silikose) beobachtet. Es ist
unstrittig, dass Quarzstaub humankanzerogen wirkt. Die drei genannten Modifikationen

Quarz, Cristobalit und Tridymit wurden daher 1997 von der International Agengy for
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Research on Cancer (IARC, 1997) und im Jahr 1999 von der Senatskommission der
Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Prifung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe
(MAK-Kommission) als humankanzerogen eingestuft (Schneider et al., 2002).

1.2.1 Pathomechanismen bei der Entstehung von durch Quarzstaub
verursachten Erkrankungen

Die Fibrogenitat des Quarzstaubes beruht hauptsachlich auf Wechselwirkungen der
Quarzoberflache mit Zellmembranen und Zellfliissigkeiten. Ahnlich der Pathogenese
asbestinduzierter Lungenfibrose bzw. Malignomen fiihrt die Deposition von Quarzstaub
in den distalen Abschnitten Lunge zur Aktivierung von Fibroblasten und Makrophagen.
Diese Zellen produzieren im Anschluss vermehrt Zytokine und Wachstumsfaktoren
(z.B. TNFa). Im Zusammenspiel mit reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies wird
eine persistierende entziindliche Reaktion induziert. Diese fiihrt erneut zur Freisetzung
von Zytokinen und Wachtumsfaktoren. Die Vorgadnge minden in der Anregung von
Fibroblasten zur Kollagenproduktion im interstitiellen Lungengewebe.

Fur die Kanzerogenitat durch Quarzstaub wurde anhand von Versuchen mit Ratten eine
Hypothese aufgestellt. Durch den oxidativen Stress der Sauerstoff- und
Stickstoffradikale wird zum einen die DNA auf direktem Weg geschadigt. Zum anderen
erfolgt eine Aktivierung nukleérer Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB), verschiedener
Onkogene und die Induktion von Mutationen in Tumorsupressorgenen und begtinstigt
so die kanzerogene Wirkung von Quarzstaub (Leung et al., 2012; MAK- und BAT-
Werte Liste, 1999).

1.3 Der Tumor Nekrose Faktor ( TNFa )

Der Tumornekrosefaktor TNFo gehort zu der Gruppe der Tumor Nekrose Faktor /
Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor- Zytokine und ist als multifunktioneller Signalstoff
hauptsachlich an der Aufrechterhaltung und Homdostase des Immunsystems und an
lokalen und systemischen Entziindungsreaktionen im Kaorper beteiligt (Balkwill et al.,
2006). Die frihere Bezeichnung Kachektin geht auf Experimente mit rekombinantem
TNFa zuriick, in denen es bei Versuchstieren zu Appetit- und Gewichtsverlust kam
(Vasalli et al., 1992). Nach heutigen Erkenntnissen ist TNFa ein sehr wirksames pro-
inflammatorisches Zytokin, welches als Reaktion auf Antigene, Lipopolysaccharide
oder andere bakterielle Bestandteile Fieber hervorruft und in hoher Konzentration zum
septischen Schock fiihren kann. AuBlerdem ist TNFo an der Reaktion von chronischen

Entzliindungen und an Autoimmunprozessen beteiligt (Fan et al., 2011).



Einleitung

TNFa ist ein Typ II-Transmembran-Protein mit einem intrazellularen N- Terminus und
wirkt sowohl in membrangebundener Form als auch als frei im Zytoplasma loslicher
Ligand. Das TNFa- Converting Enzyme (TACE) uberfuhrt dabei das 26kDA groRe,
membrangebundene TNFa Molekiil in die 16sliche Form (Ubersicht: siehe Elahi et al.,
2009). Es existieren zwei TNF- Rezeptoren. Der TNF Rezeptor-1 (TNFR-1) befindet
sich an der Oberflache jeder Korperzelle und wirkt ausschliel3lich tber das l6sliche
TNFa; der TNF Rezeptor-2 (TNFR-2) wird von hamatopoetischen Zellen exprimiert
und hauptséachlich durch das membrangebundene TNFa aktiviert (Balkwill et al., 2006).
Der TNF-R1 ist in der Lage sowohl NF-«kB zu aktivieren und somit proinflammatorisch
zu wirken als auch Uber den Caspase-Weg apoptotische Prozesse in der Zelle
hervorzurufen. Nachdem TNFa den TNFR-1 aktiviert hat, werden durch Rekrutierung
zahlreicher intrazellularer Signalstoffe (TNF-receptor 1-associated death domain
protein, TRADD; Fas Associated protein with Death Domain, FADD; Receptor-
interacting protein, RIP) pro-apoptotische Prozesse induziert. Der fir die Apoptose
bedeutende Signalweg ist die Rekrutierung verschiedener Caspasen. Die aktivierten
Caspasen (auch Exekutive- Caspasen genannt) leiten den programmierten Zelltod auf
verschiedene Ebenen ein: Sie zerstéren wichtige Strukturproteine der Zelle wie z.B.
wichtige Proteine der Kernmembran und das Aktinocytoskelett oder sie aktivieren eine
DNAse und lésen so die Zerstorung des nuklearen DNA aus. Auch die DNA-Reparatur-
Mechanismen und das Zellzyklus-Kontrollsystem werden auRer Kraft gesetzt (Wajant et
al., 2003). Uber den aktivierten TNFR-2 wird der NF-xB- Weg eingeschlagen und es
kommt zu einer Regulation von Genen, die fir eine frihe Abwehr- und
Entzindungsreaktion verantwortlich sind und deren Produkte fir das Zellwachstum und
die Zelldifferenzierung wichtig sind (Ortis et al., 2012). Somit spielt TNFa als eines der
potentesten proinflammatorischen Zytokine bei der Entstehung wvon chronischen
Entzindungen und den daraus resultierenden fibrotischen Prozesse eine entscheidende
Rolle.
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Abb. 3: Intrazelluldre Signalkaskade des TNFo, (modifiziert nach Ubersicht: siehe Rahman et al.,
2006)
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1985 gelang erstmals die Klonierung des menschlichen TNFa- Gens, welches auf dem
Chromosomen 6p21.3 (Fan et al, 2011) im Zentrum des Major
Histocompatibiltdtskomplexes (MHC) lokalisiert ist. Die rdumliche Nahe zum MHC-
Gen lasst vermuten, dass TNFa in der Atiologie von MHC- assoziierten Krankheiten,
insbesondere  in  der Entstehung von entzindlichen  Prozessen  oder
Autoimmunkrankheiten eine Schlusselrolle spielt (Kroeger et al, 1997). In vielen
Studien wurde untersucht, inwiefern sich genetische Verdnderungen des TNFa- Gens
und die daraus resultierenden unterschiedlichen Konzentrationen an TNFa auf die
Pathophysiologie von entziindlichen und malignen Krankheiten auswirken. Besonders
gut untersucht sind die Genpolymorphismen an der Stelle (-238) und (-308) des TNFa-
Gens auf Suszeptibiltat von Autoimmnunkrankheiten, wie das exfoliative Glaukom, die
rheumatoide Arthritis und maligne Erkrankungen wie das Lungenkarzinom, das
Magenkarzinom und das Mammakarzinom (Flego et al., 2009, Yang et al., 2009 und
Kohaar et al., 2009). Die in der vorliegenden Studie untersuchten Genpolymorphismen
sind Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP, engl.: Single Nucleotide Polymorphism) an
der Stelle (-238) und (-308) in der Promoterregion des TNFa- Gens. Bei beiden
Genpolymorphismen handelt es sich um einen Basenausstausch von Guanin gegen
Adenin (Feng et al., 2011, Liu et al., 2010). Diese Basenmutation hat einen direkten
Einfluss auf die Genexpression des TNFa und somit potentiell auf die Suszeptibiltat fur
fibrosierende und maligne Erkrankungen.

Unter einem Genpolymorphismus versteht man eine Variante im Genom einer
Population, die bei mehr als 1% der Population auftritt. Sie manifestiert sich als
Insertion, Deletion oder Substitution einzelner oder mehrerer Nukleotide. Betroffen sind
sowohl Keim- als auch Stromazellen (Krawczak et al., 1994; Loffler & Petrides, 1997).
Die Genpolymorphismen an der Stelle (-238) und (-308) haben aufgrund ihrer
Lokalisation in der Promoterregion eine stark regulative Funktion in der Genexpression
des TNFa. Es ist in vielen Studien nachgewiesen, dass Genpolymorphismen an dieser
Stelle mit einer erhdhten Suszeptibilitat diverser Lungenerkrankungen einhergehen wie
beispielsweise der chronischen Bronchitis (Huang et al., 1997), der fibrosierenden
Alveolitis (Whyte et al., 2000), dem Asthma (Witte et al., 2002), der Silikose (Yucesoy
et al., 2001), der Grubenarbeiterpneumokoniose (Ates et al., 2008) und auch dem
Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom ( Shih et al., 2006). Aus diesem Grund wurden in

der vorliegenden Studie tberprift, ob ein Zusammenhang zwischen den oben genannten
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Genpolymorphismen und den durch Asbestfaserstaub oder Quarz verursachten

fibrosierenden und malignen Lungenerkrankungen besteht.
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2 Ziel dieser Studie

Wegen der Latenzzeit wird fir die n&chsten Jahre ein deutlicher Anstieg von
Neuerkrankungen durch kanzerogene oder fibrogene Gefahrenstoffe am Arbeitsplatz
prognostiziert. Insbesondere durch Asbest bedingte Tumorerkrankungen werden, in den
kommenden Jahren an Hdaufigkeit zunehmen und stellen nicht zuletzt
gesundheitsokonomisch ein Problem dar. Daher sind gerade auf dem Gebiet der
gefahrstoffbedingten malignen und fibrosierenden Lungenerkrankungen
sekundérprdventive sowie therapeutische Malinahmen von grofRer Bedeutung.
Arbeitsmedizinische Beobachtungen haben gezeigt, dass neben der Art und Dauer der
Gefahrenstoffexposition auch individuelle Eigenschaften einen bedeutenden Einfluss
auf die Entstehung und den Schweregrad der Erkrankungen haben. Als
Préaventivmalnahme erscheint eine Identifizierung von Hochrisikopatienten im Rahmen
von Vorsorgeuntersuchungen sinnvoll. Der Bestimmung von Genpolymorphismen als
Susceptibilitatsfaktoren wird eine Bedeutung zugeschrieben, die im Erkrankungsfall die
Kompensation sogar erleichtern kénnte.

TNFa gehort zu der Gruppe der Zytokine, die maligeblich an Entziindungsreaktionen
und der Tumorentstehung beteiligt sind. Die Polymorphismen (-238) und (-308) des
TNFa- Gens kénnen zu potentiell unterschiedlichen Empfindlichkeiten der exponierten
Bevolkerung beitragen und somit die unterschiedlich ausgepragte Suszeptibilitat fir
Lungenerkrankungen nach Asbestfaserstaub- oder Quarzstaub- Einwirkung erklaren. In
der vorliegenden Studie soll das Risiko an Pneumokoniosen zu erkranken hinsichtlich
des Einflusses der Genpolymorphismen (-308) und (-238) des TNFo- Gens als
Suszeptibilitatsfaktoren geklart werden. Es sollte insbesondere die Frage geklart
werden, inwiefern das Risiko fur die Entstehung von Asbestfaserstaub verursachten
Lungen- und Pleuraerkrankungen sowie den verschiedenen Schweregrade und
Auspragungsgrade der Erkrankung modifiziert wird. Dies lieRe dartber hinaus weitere

Einblicke in die Pathophysiologie der asbestverursachten Lungenerkrankungen zu.
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3 Kollektiv und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Kontrollgruppe

Die Stichprobe bestand aus insgesamt 1196 Probanden, davon 177 gesunde Probanden
sowie 1019 Patienten mit Pneumokoniosen aus dem Universitatsklinikum GieRen und
Marburg GmbH, Standort GieRen, vor allem waren es Patienten aus der Poliklinik flr
Arbeits- und Sozialmedizin, den Medizinischen Kliniken Il und V sowie aus den
Kliniken fur Berufskrankheiten in Bad Reichenhall und Falkenstein. In die
Kontrollgruppe wurden Probanden aufgenommen, die sich regelmalig zu
Vorsorgeuntersuchungen in der Poliklinik fir Arbeits- und Sozialmedizin vorstellten
sowie gesunde Studenten und freiwillige Mitarbeiter des Universitatsklinikum Giel3en
und Marburg, Standort GieRen. Zur Blutentnahme lag das VVotum der Ethikkommission
(AZ:75/ 06) vor. Alle freiwilligen Probanden und auch Patienten wurden ausfihrlich
mindlich und mit Aufklarungsbogen tber die Studie informiert und haben durch eine
schriftliche Einverstandniserklarung zur Blutentnahme sowie der anonymisierten
Verwendung ihrer persénlichen Daten schriftlich zugestimmt. Das Patientenkollektiv
besteht aus 944 Patienten und 75 Patientinnen, das Kontrollkollektiv aus 119
mannlichen und 58 weiblichen Probanden ohne Lungenerkrankungen. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrégt 67,4 Jahre mit einer Spannweite von 29 - 91
Jahren und dem Median von 68,7 Jahren, das gesunde Kontrollkollektiv zeigt ein
Durchschnittsalter von 39 Jahren bei einer Spannweite von 20 — 76 Jahren und dem
Median von 39 Jahren. Hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem
mittleren Alter der Patienten- und der gesunden Kontrollgruppe. Verglichen mit dem
Kontrollkollektiv, das einen Raucheranteil von 58,2% darstellte, gab es im
Patientenkollektiv einen deutlich héheren Anteil an Rauchern (80,6%). Insbesondere
unter den an Bronchialkarzinom erkrankten Patienten waren mit 90,4% uberwiegend
Raucher, ein geringerer Raucheranteil zeigte sich bei den Mesotheliompatienten
(42,4%).

Die 1019 Patienten wurden aufgrund der zugrundeliegenden Erkrankungen in folgende
Gruppen unterteilt:

n = 395 Patienten mit Asbeststaublungenerkrankung oder durch Asbeststaub
verursachte Erkrankungen der Pleura im Sinne der Berufskrankheitennummer 4103
BKV
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n = 162 Patienten mit Quarzstaublungenerkrankungen (Silikose) im Sinne der
Berufskrankheit der Nr.4101 BKV

n = 55 Patienten mit Lungenfibrosen anderer Genese

n = 33 Patienten mit Asbestfaserstaub-verursachtem diffusem malignen
Pleuramesotheliom im Sinne der Berufskrankheitennummer 4105 BKV

n = 374 Patienten mit primaren histologisch gesicherten Bronchialkarzinomen, davon

n = 48 Patienten mit einem histologisch gesicherten Bronchialkarzinom im Sinne der
Berufskrankheitennummer 4104 BKV ,,Lungenkrebs in Verbindung mit Asbeststaub-
Lungenerkrankungen, mit durch Asbestfaserstaub verursachter Erkrankung der Pleura
oder einer Einwirkung einer kumulativen Asbestfaserstaub—Dosis am Arbeitsplatz von
mindestens 25 Faserjahren®

n = 60 Patienten mit einem Bronchialkarzinom anderer Ursachen wie beispielsweise
Zigarettenrauch, die zwar potentiell einer Asbestfaserstaubbelastung ausgesetzt waren,
bei denen aber die arbeitsmedizinischen Vorraussetzungen zur Anerkennung einer
Berufskrankheit nicht wahrscheinlich gemacht werden konnten

n= 266 Patienten mit einem histologisch gesicherten Bronchialkarzinom anderer
Ursache wie beispielsweise Zigarettenrauch ohne bestehende
Asbestfaserstaubeinwirkung.

Einschlusskriterien waren:

e Primaéres, histologisch gesichertes Bronchialkarzinom
e Histologisch gesichertes diffuses malignes Pleuramesotheliom

e Lungenfunktionsanalytisch und radiologisch gesichterte Lungen- und/ oder
Pleurafibrose

Ausschlusskriterien waren:

e Schwere Leberfunktionsstérungen
e Chronische Nierenfunktionsstérungen
e Andere maligne Tumoren

In den Tabellen 1-3 werden das Alter, das Rauchverhalten und die

Geschlechtsverteilung des Patienten- und des Kontrollkollektivs dargestellt.
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Tab. 1: Kontroll- und Patientenkollektiv (nach Erkrankungen) mit Darstellung des Alters

Alter in Jahren

Anzahl (n) ) ) .
Mittelwert | Spannweite Median
Kontrollkollektiv 177 39,1 20-755 39,4
Patientenkollektiv 1019 67,41 29,2-91,2 68,7
Diagnosen
Lungenfibrose 612 68,14 29,2-91,2 69,25
Silikose (BK 4101) 162 70,45 40,3-88,9 71,3
Asbestose (BK 4103) 395 67,84 457-91,2 68,5
Lungenasbestose (BK 4103) 122 69,62 49,2 - 81,7 70,9
kleine unregelmaRige
Schatten (s,t,u)
1/1und 1/21LO 63 70,22 55,6 - 81,6 71,5
2/1,2/2 und 2/3 I1LO 46 68,73 49,2 - 80,0 69,75
3/2,3/3 und 3/+ ILO 9 72,86 59,1-81,7 73,6
Pleuraasbestose (BK 4103) 210 67,20 45,7-91,2 68,05
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach ILO) 120 68,47 515-91.2 68,7
Verbreitungsgrad
1 35 65,67 54,3-91,2 65,7
2 35 69,03 57,5- 88,0 68,7
3 46 69,79 51,5-87,7 71,5
hyaline Pleuraplaques i
(umschrieben nach I1LO) 45 64,95 41.2-176.7 64.7
Verbreitungsgrad
1 12 64,69 52,4 -74,5 64,2
2 16 64,25 47,2-72,5 64,15
3 16 66,03 49,1-76,7 66,8
Hyalinosis complicata 45 66,04 45,7-84,4 66,9
Lungenfibrose anderer 55 63.47 292-82.1 63.8
Genese
Pleuramesotheliom (BK
4105) 33 65,09 46,3-75,4 67,0
Bronchialkarzinom 374 66,42 34,3-83,9 68,1
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom (BK 48 67,25 52,7-80,9 67,45
4104)
Bronchialkarzinom anderer 326 66.29 34.3-839 68.1
Genese
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Tab. 2: Kontroll- und Patientenkollektiv mit Darstellung des Rauchverhaltens

Nieraucher, n

Raucher/ Ex-

Anzahl () (%) Raucher, n (%)

Kontrollkollektiv 177 74 (42) 103 (58)
Patientenkollektiv 1019 198 (19) 821 (81)
Diagnosen
Lungenfibrose 612 143 (23) 469 (77)
Silikose (BK 4101) 162 32 (20) 130 (80)
Asbestose (BK 4103) 395 92 (23) 303 (77)
Lungenasbestose (BK 4103) 122 28 (23) 94 (77)
kleine unregelmaRige Schatten (s,t,u)

1/1und 1/2 1LO 63 16 (25) 47 (75)

2/1,2/2 und 2/3 I1LO 46 10 (22) 36 (78)

3/2,3/3 und 3/+ ILO 9 1(11) 8 (89)
Pleuraasbestose (BK 4103) 210 49 (23) 161 (77)
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach ILO) 120 29 (24) 91 (76)
Verbreitungsgrad

1 35 8 (23) 27 (77)

2 35 9 (26) 26 (74)

3 46 11 (24) 35 (76)
hyaline Pleuraplaques (umschrieben
nach 1LO) 45 9 (20) 36 (80)
Verbreitungsgrad

1 12 4(33) 8 (67)

2 16 3(19) 13 (81)

3 16 2 (13) 14 (88)
Hyalinosis complicata 45 11 (24) 34 (76)
Lungenfibrose anderer Genese 55 19 (35) 36 (65)
Pleuramesotheliom (BK 4105) 33 19 (58) 14 (42)
Bronchialkarzinom 374 36 (10) 338 (90)
Asbestinduziertes Bronchialkarzinom
(BK 4104) 48 1(2) 47 (98)
Bronchialkarzinom anderer Genese 326 35 (11) 291 (89)
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Tab. 3:  Kontroll- und Patientenkollektiv mit Darstellung der Geschlechtsverteilung

Geschlechtsverteilung
gesamt, n mannlich, n (%) weiblich, n (%)
Kontrollkollektiv 177 119 (67) 58 (33)
Patientenkollektiv 1019 944 (93) 75 (7)
Diagnosen
Lungenfibrose 612 585 (96) 27 (4)
Silikose (BK 4101) 162 160 (99) 2(1)
Asbestose (BK 4103) 395 380 (96) 15 (4)
Lungenfibrose anderer
Genese 55 45 (82) 10 (18)
Pleuramesotheliom
(BK 4105) 33 32 (97) 1(3)
Bronchialkarzinom 374 327 (87) 47 (13)
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom (BK 48 47 (98) 1(2)
4104)
CB;ronchlalkarzmom anderer 326 280 (86) 46 (14)
enese

Bei Patienten mit Berufskrankheiten konnten die arbeitsmedizinischen Voraussetzungen
zur Anerkennung einer Berufskrankheit nach der BKV wahrscheinlich gemacht werden,
bzw. waren bereits mit Bescheid der Unfallversicherungstrager als solche anerkannt

worden. Die Zuordnung zu den BK Nummern kann Tabelle 4 enthommen werden.

Tab. 4: Anerkannte BK- Félle des Patientenkollektivs

BK-Nr. | Anzahl [n] Bezeichnung
4101 162 Quarzstaublungenerkrankungen
4103 395 Asbestfaserstaublungenerkrankungen oder durch Asbeststaub

verursachte Erkrankungen der Pleura

4104 48 Lungenkrebs in Verbindung mit Asbestfaserstaub verursachten
Lungenerkrankungen, mit durch Asbestfaserstaub verursachten
Erkrankungen der Pleura oder einer Einwirkung einer kumulativen

Asbestfaserstaub- Dosis am Arbeitsplatz von mind. 25 Faserjahren

4105 33 Pleuramesotheliom durch Asbesteinwirkung
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Die Diagnose und Einteilung der Schweregrade bei Patienten  mit
Asbeststaublungenerkrankungen und asbestverursachten Erkrankungen der Pleura
erfolgte gemaR der Internationalen Staublungenklassifikation (ILO 1980/2000 BRD).
Danach werden kleine unregelmaiige Lungenschatten der Form s, t und u beschrieben
sowie die Streuung (Dichte der Schatten) in einer 12-stufigen Skala beschrieben. Ab
einer Streuung von 1/1 im Réntgen-Thorax Ubersichtsbild in Hartstrahltechnik ist die
Diagnose einer Lungenasbestose ausreichend begriindet. In dieser Studie wurde der
Schweregrad der Lungenasbestose in Anlehnung an die 12-stufige Skala nach ILO wie
folgt abgeschatzt: Streuung nach 1/1 und 1/2 beginnende Lungenasbestose, 2/1, 2/2 und
2/3 mittelschwere Lungenasbestose, 3/1, 3/2 und 3/+ schwere Lungenasbestose.
Beziiglich des Vorliegens einer Pleuraasbestose werden die umschriebnen hyalinen oder
verkalkenden Pleuraplaques entsprechend ihrer Gesamtlange und Verdickungen kodiert.
Die Verbreitung ergibt sich aufgrund der Summe der maximalen L&ngen nach der ILO
mit ,,1° <V der lateralen Brustwand, ,.2“ % bis % der lateralen Brustwand und ,,3* >%

der lateralen Brustwand.

3.2 Gerate und Materialien

3.2.1 Gerate
-20 T Gefrierschrank Bosch GmbH, Stuttgart
4 T Kuhlschrank Bosch GmbH, Stuttgart
BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg
Eismaschine (Scotsman®AF 10) K.B. Caterin Ltd, UK
Glaswaren Schott AG, Mainz
LightCycler Roche Diagnostic GmbH
Mannheim
LightCycler Zentrifugen Adapter Kihlblock Roche Diagnostic GmbH Mannheim
Netzgerat Consort E 835 Consort, Tumhout, Belg
Pipetten Gilson Inc., Middleton, USA
Thermoblock HCL, Bovenden
Tischzentrifuge Hettich, Tuttlingen
Tuttnauer Tischautoklav 2540 EL Systec GmbH Laborsystemtechnik,
Wellenberg
Vortexer Heidolph, Schwalbach
Zentrifuge Hettich, Tuttlingen
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3.2.2 Verbrauchsmaterialien
Butterfly- Kanile (21G)

Einmalhandschuhe

Einmalpipetten 10ml

LightCycler Kapillaren

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie

SafeLock Tubes
UV- Kivetten

Kabe Labortechnik, Nimbrecht-
Elsenroth

NOBA  Verbandmaterial Danz
GmbH u. Co KG, Wetter

Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Gentra Systems, Minneapolis, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

3.2.3 Zusammensetzung verwendeter Losungen

DECP (Diethylen Pyrocarbinat) H,0

3.2.4 Reagenzien
Anchor 3FL

-308 [G]

-238 [G]

TNF -396

TNF -069

MgCl, (Magnesiumchlorid)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

3.2.5 Kits
Versagene™™ DNA Purification Kit

LightCycler Kit (FastStart DNA Master
Hybridization Probes)

20

1ml DEPC ad 1000ml H,0

Tib- Molbiol, Berlin
Tib- Molbiol, Berlin
Tib- Molbiol, Berlin
Tib- Molbiol, Berlin
Tib- Molbiol, Berlin
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Gentra,Systems, Minneapolis, USA

Roche, Mannheim
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3.3 Methode

3.3.1 Isolierung der DNA
Fir die DNA Isolierung wurden 3,5ml vendses Ethylendiamintetraacetat (EDTA)- Blut

verwendet. Das Blut wurde mit den Versagene™ DNA- Isolierungskit nach
Herstellerangaben behandelt. Zundchst wurden 3 ml EDTA-Blut zur Lyse der
Erythrocyten mit RBC-Lysis-Solution in ein ReaktionsgefaR gegeben. Die
Inkubationszeit betrug 10 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde 1 min bei
2000 Runden pro Minute (rpm) zentrifugiert. Die Leukocyten setzten sich als Pellet ab.
Nach Verwerfen der Uberstandes wurde der oben beschriebene Vorgang wiederholt.
Das gewonnene Pellet wurde anschlieBend in 400l Losungspuffer geldst. Nach Zugabe
von 700ul im Kit enthaltenem Bindepuffer konnte die Losung auf die sogenannte
Purification- S&ule aufgetragen werden. Der Bindepuffer war notig, um die DNA in der
Membran der S&ule zu fixieren. Nachdem das Gemisch fir 1 min bei 7000rpm
zentrifugiert wurde, wurde das Filtrat verworfen. Nach Zugabe von 200ul der im Kit
enthaltenen Waschldsung wurden alle Bestandteile des Lysats mit Ausnahme der DNA
durch 2 min Zentrifugieren bei 13000rpm aus der Membran gewaschen. Zum Ldsen der
DNA wurde zunéchst die Séule in ein neues Reagenzgefal gebracht. Anschlielend
wurden 100ul im Kit enthaltene Elutions-Lésung auf die Membran gegeben. Nach 5-
minutiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur und Zentrifugation (1min bei 13000rpm)

konnte die gewonnene DNA bei -20°C gelagert werden.

3.3.2 Messung der DNA- Konzentration mittels Photometrie
Fir die photometrische Bestimmung der DNA- Konzentration wurden 2ul DNA-

Losung mit 198ul H,0 verdunnt. Da die optische Dichte (OD)=1 bei 260nm einer DNA-
Konzentration von 50ng/ul entspricht, lie sich die DNA- Konzentration photometrisch
mit folgender Formel berechnen:

Konzentration [ng/pl]= E2s0 X Verdiinnung x 50

3.3.3 Die PCR (Polymerase Chain Reaction)
Mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen bestimmte DNA- Sequenzen

selektiv amplifiziert werden. Der PCR- Vorgang durchlauft mehrere Zyklen, welche
grundsatzlich in drei Abschnitte unterteilt werden: die Denaturierungsphase, die
Annealingphase und die Extensionsphase. In der ersten Phase wird der Reaktionsansatz

auf 95°C erhitzt, so dass sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen
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der DNA- Sequenzen I6sen und die DNA in zwei Einzelstrange zerfallt. In der
Annealingphase lagern sich die im Reaktionsansatz befindlichen Primer (zur DNA
komplementére Oligonukleotide) an die entstandene Matrize an und bilden so den
Startpunkt fir die weitere Komplementierung. Die Annealingtemperatur ist die primer-
spezifische Temperatur, bei der sich die Primer an die DNA-Matrize anlagern. In der
Extensionsphase werden komplementare Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP)
dATP, dGTP, dCTP und dTTP mittels der tag- Polymerase eingesetzt bis sich ein
vollstandig neuer DNA- Strang gebildet hat. Die Extension fand bei einer Temperatur
von 72°C und bei einer Geschwindigkeit von 75 Nukleotiden pro Sekunde von 5° zum
3° Ende statt. Das bedeutet, dass sich der DNA- Strang um 75 Nukleotide pro Sekunde
verlangerte. Der neu entstandene DNA- Strang dient im darauffolgenden Zyklus
ebenfalls als Matrize zur Amplifizierung, sodass die Vervielfaltigung der Ziel- DNA

exponentiell ansteigt.

3.3.3.1 Qualitative Analyse mit dem Light Cycler-Gerat

Mit dem LightCycler-System kann man zwei oder mehrere Gensequenzen in einer
Probenmischung detektieren. Die Proben benétigen dabei zwei sequenzspezifische
Hybridisierungssonden, welche aus verschieden langen Oligonukleotiden bestehen und
wéhrend der Annealing- Phase an die Basensequenz des zu amplifizierenden
Genabschnittes binden. Die Detektion beruht auf das FRET- Prinzip (Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Eine Hybridisierungssonde stellt die Donorsonde dar,
welche am 3° Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein markiert ist. Die
Akzeptorsonde ist am 5° Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Red640 oder Red705
Fluorophore markiert und zusitzlich am 3° Ende phosphoryliert, um eine Extension des
DNA -Stranges durch die tag-Polymerase zu verhindern. Binden die beiden
Hybridisierungssonden in raumlicher Néhe an die komplementdare DNA, kann ein
Energietransfer (FRET) zwischen beiden Fluoreszenzfarbstoffen stattfinden. Wahrend
des FRET wird der Donor- Fluorophore der ersten Sonde, das Fluorescein, durch eine
externe Lichtquelle angeregt und gibt einen Teil dieser Energie an das Akzeptor
Fluorophore (Red640 bzw. Red705) der zweiten Sonde weiter. Die Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt durch ein LED Uber die Spitze der Kapillare, welche als
optische Einheit wirkt und die emittierte Fluoreszenz gebiindelt nach unten weitergibt.
Die emittierte Fluoreszenz des zweiten Fluorophores wird iber eine Kombination von

halbdurchl&ssigen Spiegeln und wellenldngenspezifischen Filtern zu den drei
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Photohybriden (530nm, 640nm, 710nm) weiter. Diese wandeln das optische Signal in
ein elektrisches Signal um, welches sofort (ber die serielle Schnittstelle zum PC
ubermittelt wird. Man kann so den Verlauf der PCR ohne Zeitverzdgerung am Rechner
verfolgen und bereits wéhrend des PCR-Laufs Aussagen Uber den Erfolg treffen. Nach
jeder Annealing- Phase wird automatisch die momentane Fluoreszenz gemessen, deren
Intensitét direkt proportional zur Menge der Ziel-DNA steht. Da aber das Fluorescein
auch ohne an der DNA gebunden zu sein, messhares Licht abgibt, muss dieser
Fluoreszenzanstieg im Verhaltnis zum Fluorescein gesehen werden (F2/ F1; F2=
Red640, F1= Fluorescein).

Es besteht die Mdglichkeit, in einem LightCycler-Lauf zwei Sondenpaare zu verwenden
und somit in einem Lauf gleichzeitig zwei Polymorphismen zu bestimmen. Dabei ist
eine LC-Sonde an den Fluoreszenzfarbstoff Red640 und die andere an Red705
gebunden. Da sich aber bei der Auswertung F2/F1(Red640/ Fluorescein) und F3/F1
(Red705/ Fluorescein) die Emissionsspektren der beiden gleichzeitig gemessenen
Fluoreszenzfarbstoffe Uberlagern, erfolgt durch die Light-Cycler-Software eine
Korrektur mittels eines Color Compensation Kits. Wahrend eines Kalibrierungslaufes
misst der LightCycler die Fluoreszenz aller Farbstoffe in jedem Kanal und stellt dann
einen Color Compensation-Ordner her, damit spater die LightCycler-Software die
Fluoreszenz in jedem Kanal dem entsprechenden Farbstoff zuordnen kann. Das Resultat

ist die Detektion einer einzelnen Sonde im jeweiligen Kanal.

3.3.3.2 Analyse von Punktmutationen mittels LightCycler

Die Detektion von Punktmutationen mittels Hybridisierungssonden basiert auf
Schmelzkurvenanalysen im LightCycler. Beim Schmelzvorgang fuhrt die Warmezufuhr
zu einer Trennung von Sonde und Ziel-DNA. Da die Hybridisierungssonde genau im
Bereich der Punktmutation an die Ziel- DNA bindet, schmilzt diese bei Vorhandensein
einer Mutaion (eine Basenpaarung weniger) bei niedrigerer Temperatur im Vergleich zu
einer perfekt passenden  Mutationsprobe. Anhand der unterschiedlichen
Schmelztemperaturen kann die Punktmutation detektiert werden. In dieser Studie passte
die Sonde genau auf den Wildtyp, sodass die Schmelzkurve bei héherer Temperatur
dem homozygoten Wildtyp zugeordnet konnte und die Kurve bei niedrigerer
Temperatur dem homozygoten Mutationstyp. Der zweigipflige Verlauf der Kurve zeigt
den heterozygoten Mutationtyp an, bei dem sowohl der Wildtyp als auch die Mutation

jeweils auf einem Allel vorhanden sind. Der Anstieg der Fluoreszenz ist direkt
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proportional zur DNA- Konzentration, bei der Ableitung der Fluoreszenz uber die Zeit
(dF/ dt) erhalt man die in Abbildung 1-2 dargestellten Kurven:
Der Red640- Fluoreszenzfarbstoff ist im Kanal F2 dargestellt.

= G/G
>~ 0,005 .
= TNFa-308  A/A/
T |
~
-’ / |
T o002 :“
o e - GIA
s J |
S A
Z o] N
& 0000- —egi_—;_w_*____h_f__*__é_ e e ————
c -
=
—
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56.0 . 5.4.0‘ Sé.O . 62‘.0 | 66..0 l ".0.0. "-.I.O

Temperatur °C

Abb. 4:  Schmelzkurven fir die Promoterregion -308 des TNFa Gens

Ableitung der Schmelzkurve (-dF/ -dt) des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens. Die Maxima der
Schmelzkurven liegen fiir den homozygoten Mutantentyp A/A bei 64,5°C. und flr den Wildtyp G/G
(homozygot) bei 67°C, Der heterozygote Genotyp zeigt eine biphasische Schmelzkurve mit Temperaturen
bei 64,5°C und 67°C. Neg.= Negativkontrolle
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A/A

I TNFa-238

Fluoreszenz —d(F3)/dT

52.0 56.0 60.0 64.0 68.0 72.0 76.0 80.0
Temperatur °C
Abb. 5:  Schmelzkurven fur die Promoterregion (-238) des TNFa- Gens

Ableitung der Schmelzkurve (-dF/ -dt) des Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens. Die Maxima der
Schmelzkurven liegen fiir den fur den homozygoten Mutantentyp A/A bei 64,5°C. und fiir den Wildtyp
G/G (homozygot) bei 69,5°C. Der heterozygote Genotyp zeigt eine biphasische Schmelzkurve mit
Temperaturen bei 64,5°C und 69,5°C. Neg.= Negativkontrolle
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3.3.3.3 Ansatz und Protokoll fiir die qualitative PCR im LightCycler

Unter sterilen Bedingungen wurde der LightCycler®-Kit (Fast Start DNA Master
Hybridization Probes, Roche) nach Herstellergaben angesetzt. Das Endvolumen des
Ansatzes betrug 20ul. In jedem wurden sowohl eine Negativ- als auch Positivkontrollen

mitgemessen.

Tab. 5: Pipettierschema fur Fast Start Master Hybridisation Probes, Roche

pro Probe
Reagenz
g (1)
H,O 12
MgCl, 0,8
Mix Roche (1) 2
Sensor -238 04
(100uM) 1:10 ’
Sensor -308 04
(100uM) 1:10 ’
Primer TNF -396 1
(100uM) 1:10
Primer TNF -069 1
(100uM) 1:10
Anchor
(100uM) 1:10 0.4
DNA Probe 5
1:10
gesamt PCR-
Ansatz: 20

3.3.3.4 Primer und Sondensequenzen

Tab. 6: Primersequenzen und Sondensequenzen der qualitativen PCR TNFa — 396 und

TNFa -238
TNF o [G-308][G-238] Promoter
TNF -396 for | 5’TTCCTgCATCCTgTCTggAA 3
TNF -069 re 5’CAgCggAAAACTTCCTTggT 3

Sonde -308 [G]

AATAggTTTTgAggggCATggggACT- LC640

ANCHOR

FI-
TTCAgCCTCCAgggTCCTACACACAAATCAGTCAGTggCCC
AgAAgA XT

Sonde -238 [G]

705- CCTCggAATCggAgCAgggAggA p
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TNF-396

GTCCCCA
GACTCAACACAGCTTTTCCCTCCAACCCCGTTTTCTCTC COTCAMGGACTCAGCTTTCTRAAGCCCCTCCCARTTC TAGTTCTATC TTTTTCC TR ATC CTGT C TR GAAGTTAGALGGALACAGACCACAGACCTGRTCC CCARALG 715
CTGAGTTGTGTC AR S GGGEAGETTEOEECALAAGAGAGGGAGTTCCTGAGTC CARAGACTTCOGGGAGGGT Al FATCARGATAGAARAGGACGTAGGACAGAC CTTCARTCTTCCTTTGTCTGGT T CTRRACLAGGRETITTC

-380 [G] Sensor LC640 5'-FL-ANCHOR-3'-FL -238 [G] Sensor LET0D
e
G-3084 LC640 L7035 G-2384
> L | ]
COCCTC GAGGEE

AARTGEAGGC AATAGETTTT GAGGGECATRGGEACHF T TCAGCCTCCAGGGETCCTACACAC AAATCAGTCAGTGEC COAGALGAC CL O CTCRGALTC GEAGCAGRGARGATGGEEAGT FTFAGGEGTATCCTTGATGCTTGTGT G62
TTTACCTCCGTTATC CARRACTCCCCGTACCCCT GO CORAGTC GrAGETCCCAGGATGTGTGT T TAGT CAGTCACCoGETCT T G e G G CT TAGC CTCGTCCCTCCTACCCCTCACAL TCCCORTAGGALCTACGAACACE

GTCCCCAACTTTCCARATHCCCGCCCCCGOGATGEAGALGARLC CRAGACAGRAGETGCAGGGCCCACTACCOCTTCCTC CAGATRAGC TTATGGETTTCTCCACC AAGRAAGTTTTCCGCTERTTRAATGATTCTTTCCCCCCCT 1009
CAGGEETTEARAGGTT TAN GGG GEGoEC GCTACCTCTTCTTTGGCTCTGTCTTCCACGTCCCOGOT GAT GO Ak GLAGETCTAC TC CAATACCC AL GAGGT GETTCCTTCALLA CRCGACCALCTTACTAL GALAGGEGCFEGL
THF-083

Abb. 6: Sequenz der untersuchten Genregion des TNFo Gens mit Markierung der Ansatzstellen fiir die in der Real-Time PCR bei -308 und -238 verwendeten
Sonden (Sonde -308 und Sonde -238) und Primer (TNF-396 und TNF -069). An Stelle -308 und -238 befinden sich die Punktmutationen von Guanin zu
Adenin, siehe kleine rote Pfeile
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3.3.3.5 Versuchsbedingungen
Tab. 7:  Programmierung der PCR. Analyse mittels LightCycler

Temperatur Dauer Slope Zyklen
Programm . o
[°C] [Sek.] [°C/Sek.]
Aktivierung 95 600 20 1
PCR 50
Denaturierung 95 5 20
Annealing 55 10 20
Synthese 72 15 5
. 1
Melting 95 20 20
45 20 20
85 0 0,2
PCR
5
Denaturierung 95 5 20
Annealing 57 10 20
Synthese 72 15 5
Melting 95 20 20 1
45 20 20
85 0 0,2
Melting 95 0 20 1
45 20 20
85 0 0,1
Melting 95 0 20
45 20 20
85 0 0,5
Cooling 35 30 20 1
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3.3.3.6 Codierung der Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse

Wie in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt konnen die verschiedenen Genotypen
anhand der Schmelzkurven detektiert und mit einer Zahl kodiert werden. Zusammen mit
weiteren Informationen wie beispielsweise Erkrankugen, Alter und Rauchverhalten
kann eine Datenbank (dbf- Datei) mit dem Programm FoxPro2 erstellt werden. Alle
Probanden mit dem homozygoten Wildtyp (wt/wt) erhielten die Codierung ,,1%, alle mit
dem heterozygoten Genotyp (wt/mt) die Nummer ,,2° und Probanden mit homozygoten
Mutantenallelen (mt/mt) die Nummer ,,3“. Diese Kodierung wurde jeweils fiir den (-

238) und (-308) Polymorphismus durchgefiihrt.

3.3.4 Statistische Methoden

Die Allelfrequenzen fur das Wildtyp Allel wurden mit folgender Formel ermittelt:
p=(2AA+ 1AB)/n

Die Allelfrequenzen fur das Mutante Allel wurden mit folgender Formel ermittelt:
q=(AB +2BB)/n

p = Allelfrequenz fir A

g = Allelfrequenz fiir B

AA = homozygote Wildtypen

AB = homozygote Mutanten

BB = heterozygote

n = Anzahl gesamt also 2(AA+AB+BB)

Nimmt man das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht einer idealen Population an, so gelten
folgende Formeln:

p’+2pg+q°=1

ptq=1

Die erwarteten Genotypfrequenzen wurden somit aus den beobachteten Frequenzen

nach folgenden Formeln berechnet:

h(AA) = p?
h(Aa) = 2pq
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h(aa) = o

h(AA) = erwartete Frequenz fiir den Genotyp AA
h(aa) = erwartete Frequenz fiir den Genotyp BB
h(Aa) = erwartete Frequenz fiir den Genotyp AB
p = beobachtete Frequenz fur Allel A
g = beobachtete Frequenz fiir Allel B

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde mit dem Chi-Quadrat Test Uberprift.
Die Odds- Ratio (geschatztes Risiko) wurde mittels bindr logistischer Regression
bestimmt. Dazu wurde die Software SPSS, Version 17.0 eingesetzt. Sie basiert auf

folgender Vierfeldertafel:

Félle Kontrollen
Wildtypen A B
Variante Typen | C D

Die rohe Odds Ratio berechnet sich anhand der Formel:

OR=AxD/BxC

Die rohen ORs wurden mittels Vierfeldertafel ermittelt. Die Adjustierung erfolgte nach
Alter, Geschlecht und Raucherstatus in Packungsjahren. Ein Packungsjahr ist definiert
als die taglich gerauchte Anzahl von 20 Zigaretten (1 Packung) Uber die Dauer eines
Jahres. Eine Signifikanzbestimmung wurde durch 95%- Konfidenzintervalle erreicht.
Die Bestimmung der p- Werte erfolgte durch den Chi-Quadrat-Test, bei einer
erwarteten Haufigkeit kleiner als finf wurde der exakte Test nach Fischer durchgefihrt.

Ein p- Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Polymorphismus und Genotypbeschreibung an der Stelle (-308)
des TNF a- Gens

Der Polymorphismus des TNF o- Gens an der Stelle (-308) beruht auf eine
Punktmutation, bei der Guanin (Wildtyp) gegen Adenin (Mutante) ausgetauscht wird.
Die veranderte Basensequenz stellt den mutierten Genotypen dar, dieser wird in Tabelle
8 als ,,mt* bezeichnet. Der Wildtyp wird als ,,wt“ bezeichnet.

Das Gesamtkollektiv zeigt beziglich des Polymorphismus (-308) folgende
Genotypenverteilung: Der homozygote Wildtyp (G-308G) hat mit 73,3% den héchsten
Anteil am Gesamtkollektiv. 24,3% zeigen einen heterozygoten Genotyp (G-308A). Der
homozygote mutante Genotyp (A-308A) hat einen geringen Anteil von 2,3%. Daraus
ergibt sich eine Allelfrequenz des mutierten Allels im Gesamtkollektiv von 14,5%.

Das Patientenkollektiv zeigt eine &hnliche Genotypverteilung: Der Anteil des
homozygoten Wildtyps (G-308G) ist mit 72,7% am hochsten, der heterozygote Genotyp
(G-308A) weist 24,8% auf und der homozygot mutante Genotyp (A-308A) nur 2,45%.
Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz des mutierten Allels im Patientenkollektiv von
14,8%. Die Genotypverteilung fir den Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens
hinsichtlich der verschiedenen Erkrankungen ist Tabelle 8 zu entnehmen.

Auch fur das Kontrollkollektiv ist die Genotypverteilung ahnlich: Der homozygote
Wildtyp (G-308G) ist mit 76,8% vertreten, 21,5% haben einen heterozygoten Genotyp
(G-308A) und 1,7% weisen den homozygot mutanten Genotyp (A-308A) auf. Daraus
ergibt sich eine Allelfrequenz des mutierten Allels im Kontrollkollektiv von 12,4%.
Genaue Angaben zur Genotypverteilung zeigen die Tabellen 8 und 11.

Fur den Polymorphismus (-308) zeigen sich im Vergleich zum Kontrollkollektiv unter
den an einer Asbestose erkrankten Patienten mit der BK Nr. 4103 (0,180), insbesondere
unter den an einer Lungenasbestose der ILO- Streuung 2/1, 2/2 und 2/3 erkrankten
Patienten (0,278) und den an hyalinen Pleuraplaques erkrankten Patienten (0,244)
(Auspragungsgrad 1: 0,375, Auspragungsgrad 2: 0,219 und Auspragungsgrad 3:0,188)
héhere Allelfrequenzen flr das mutierte Allel A auf. Die Gruppe der asbestinduzierten
Bronchialkarzinompatienten mit der BK Nr. 4104 (0,063) und die der

Mesotheliompatienten (0,091) zeigten dagegen niedrigere Allelfrequenzen.
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Tab. 8:  Genotypverteilung fir den Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens

Genotypenverteilung, n (%)

Anzahl (n) wt/wt wt/mt mt/mt
n (%) n (%) n (%)
Kontrollkollektiv 177 136 (76,8) | 38(21,5) 3(1,7)
Patientenkollektiv 1019 (7724 %) 253 (248)| 25 (2,5)
Diagnosen
Lungenfibrose 612 424 (69,3) | 168 (27,5) 20 (3,3)
Silikose (BK 4101) 162 117 (72,2) | 41 (25,3) 4 (2,5)
Asbestose (BK 4103) 395 268 (67,8) | 112 (28,4) 15 (3,8)
Lungenasbestose (BK 4103) 122 84 (68,9) 37 (30,3) 1(0,8)
kleine unregelmélige Schatten (s,t,u)
1/1und1/2ILO 63 44 (69,8) 19 (30,2) 0(0)
2/1,2/2 und 2/3 ILO 46 32 (69,6) 13 (28,3) 1(2,2)
3/2, 3/3 und 3/+ ILO 9 4 (44,4) 5 (55,6) 0 (0)
Pleuraasbestose (BK 4103) 210 144 (68,6) | 56 (26,7) 10 (4,8)
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach ILO) 120 86 (71.7) 30 (25) 4(3.3)
Verbreitungsgrad
1 35 24 (68,6) 11 (31,4) 0(0)
2 35 27 (77,1) 7 (20) 1(0,8)
3 46 31 (67,4) 12 (26,1) 3(6,5)
hyaline Pleuraplaques (umschrieben
nach ILO) 45 27 (60) 14 (31,1) 4 (8,9)
Verbreitungsgrad
1 12 5(41,7) 5(41,7) 2 (16,6)
2 16 10 (62,5) 5(31,3) 1(6,2)
3 16 11 (68,8) 4 (25) 1(6,2)
Hyalinosis complicata 45 31 (68,9) 12 (26,7) 2(4,4)
Lungenfibrose anderer Genese 55 39 (70,9) 15 (27,3) 1(1,8)
Pleuramesotheliom (BK 4105) 33 27 (81,8) 6 (18,2) 0(0)
Bronchialkarzinom 374 290 (77,5) | 79 (21,1) 5(1,4)
Asbestinduziertes Bronchialkarzinom
(BK 4104) 48 43 (89,6) 4 (8,3) 1(2,1)
Bronchialkarzinom anderer Genese 326 247 (75,8) 75 (23) 4(1,2)

32




Ergebnisse

4.2 Polymorphismus und Genotypbeschreibung an der Stelle (-238)
des TNF a- Gens

Der Polymorphismus (-238) des TNF a- Gens beruht auf eine Punktmutation, bei der
Guanin (Wildtyp) gegen Adenin ausgetauscht wird. Die verénderte Basensequenz stellt
den mutierten Genotyp dar und wird in Tabelle 9 mit ,,mt* bezeichnet. Der Wildtyp
wird als ,,wt* bezeichnet.

Das Gesamtkollektiv zeigt bezlglich des Polymorphismus (-238) folgende
Genotypenverteilung: Die Mehrzahl der Félle weist einen homozygoten Wildtyp (G-
238G) auf (90,3%), der heterozygoter Genotyp (G-238A) hat einen Anteil von 9,6%
und nur 0,1% zeigen einen homozygot mutanten Genotyp (A-238A). Daraus ergibt sich
eine Allelfrequenz des mutierten Allels im Gesamtkollektiv von 4,8%.

Fir das Patientenkollektiv und das Kontrollkollektiv sind die Genotypverteilungen
anndhernd gleich. Auffallend ist in allen drei Gruppen (wt/wt, wt/mt und mt/mt) der
sehr geringe Anteil an homozygoten Mutanten (A-238A). Im Kontrollkollektiv betrégt
dieser 0%. Die Allelfrequenz des mutierten Allels ergibt fir das Patientenkollektiv
lediglich 5% wund fir das Kontrollkollektiv 4,2%. Genaue Angaben zur
Genotypverteilung zeigen die Tabellen 9 und 10.

Im Vergleich zum Kontrollkollektiv ergeben sich fur den Polymorphismus (-238) unter
den an Asbestose erkrankten Patienten mit einer Berufskrankheit der Nr. 4103 BKV
(0,098) und den an Pleuraasbestose mit hyalinen Pleuraplaques Grad 3 erkrankten
Patienten (0,094) erhdhte Allelfrequenzen fir das mutierte Allel A. Dagegen weisen die
an asbestbedingtem Bronchialkarzinom erkrankten Patienten (Nr. 4104 BKV)
niedrigere Allelfrequenzen auf (0,021).

Die Gesamtstichprobe findet sich beziglich beider Polymorphismen im Hardy-

Weinberg- Gleichgewicht: x*=2,395 fiir den TNFa Polymorphismus (-238) und x*=0,49
fur den TNFo Polymorphismus (-308).
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Tab. 9:  Genotypverteilung fir den Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens

Genotypenverteilung, n (%)

Anzahl (n) wt/wt wt/mt mt/mt
n (%) n (%) n (%)
Kontrollkollektiv 177 162 (91,5) 15 (8,5) 0(0)
Patientenkollektiv 1019 918 (90,1) 100 (9,8) 104 (0,1)
Diagnosen
Lungenfibrose 612 550 (89,9) 61 (9,9) 1(0,2)
Silikose (BK 4101) 162 144 (88,9) 17 (10,5) 1(0,6)
Asbestose (BK 4103) 395 356 (90,1) 39 (9,9) 0(0)
Lungenashestose (BK 4103) 122 110 (90,2) 12 (9,8) 0(0)
kleine unregelmaRige Schatten (s,t,u)
1/1und 1/21LO 63 58 (92,1) 5(7,9) 0(0)
2/1,2/2 und 2/3 1LO 46 41 (89,1) 5(10,9) 0(0)
3/2, 3/3 und 3/+ ILO 9 8 (88,9) 1(11,1) 0 (0)
Pleuraasbestose (BK 4103) 210 188 (89,5) 22 (10,5) 0(0)
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach FI)Lg ) 120 108 (30) 12 (10) 00
Verbreitungsgrad
1 35 30 (85,7) 5 (14,3) 0(0)
2 35 34 (97,1) 1(2,9) 0(0)
3 46 40 (86,9) 6 (13,1) 0(0)
hyaline Pleuraplaques (umschrieben
nyal Lo) plagues ( 15 4089 | 5(1L1) 0(0)
Verbreitungsgrad
1 12 11 (91,7) 1(8,3) 0(0)
2 16 15 (93,8) 1(6,2) 0(0)
3 16 13 (81,2) 3(18,8) 0 (0)
Hyalinosis complicata 45 40 (88,9) 5(11,1) 0(0)
Lungenfibrose anderer Genese 55 50 (90,9) 5(9,1) 0(0)
Pleuramesotheliom (BK 4105) 33 30 (90,9) 3(9,1) 0(0)
Bronchialkarzinom 374 338 (90,4) 36 (9,6) 0(0)
Asbestinduziertes Bronchialkarzinom
(BK 4104) 48 46 (95,8) 2(4,2) 0(0)
Bronchialkarzinom anderer Genese 326 292 (89,6) 34 (10,4) 0(0)
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Tab. 10: Genotypverteilung und Allelfrequenzdarstellung fir den Polymorphismus (-308) und (-238) des TNFa-
Gens (Synopse)

TNF-a Genotypen TNF-a (-238) TNF-a (-308)
G/G G/A AlA q(A) = G/G G/A AlA q(A) =
Kontrollkollektiv 162 15 0 0,042 136 38 3 0,124
Lungenfibrose 550 61 1 0,051 424 168 20 0,169
Asbestose ( BK 4103) 356 39 0 0,098 268 112 15 0,180
Silicose (BK 4101) 144 17 1 0,059 117 41 4 0,151
Lungenfibrose anderer Genese 50 5 0 0,045 39 15 1 0,155
Lungenasbestose 110 12 0 0,049 84 37 1 0,160
1/1und 1/2 ILO 58 5 0 0,039 44 19 0 0,151
2/1, 2/2 und 2/3 ILO 41 5 0 0,054 32 13 1 0,167
3/2, 3/3 und 3/+ ILO 8 1 0 0,055 4 5 0 0,278
Pleuraasbestose 188 22 0 0,052 144 56 10 0,181
verkalkende Pleuraplaques
insgesamt 108 12 0 0,050 86 30 4 0,158
Verbreitungsgrad 1 30 5 0 0,071 24 11 0 0,157
Verbreitungsgrad 2 34 1 0 0,014 27 7 1 0,129
Verbreitungsgrad 3 40 6 0 0,065 31 12 3 0,196
hyaline Pleuraplaques
insgesamt 40 5 0 0,055 27 14 4 0,244
Verbreitungsgrad 1 11 1 0 0,042 5 5 2 0,375
Verbreitungsgrad 2 15 1 0 0,031 10 5 1 0,219
Verbreitungsgrad 3 13 3 0 0,094 11 4 1 0,188
Hyalinosis complicata 40 5 0 0,055 31 12 2 0,177
Bronchialkarzinom 338 36 0 0,048 290 79 5 0,119
Asbestinduziertes Bronchialkarzinom 46 2 0 0,021 43 4 1 0,063
Bronchialkarzinom anderer Genese 292 34 0 0,052 247 75 4 0,127
Mesotheliom (BK 4105) 30 3 0 0,045 27 6 0 0,091
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4.3 Risikoabschatzung mittels der Odds Ratio Analyse flr
gefahrstoffbedingte Erkrankungen der Lunge und der Pleura in
Abhangigkeit von den Polymorphismen an der Stelle (-308) und
(-238) des TNFa- Gens

Inwieweit das Risiko einer gefahrstoffbedingten Erkrankung der Lunge oder der Pleura
von den beschriebenen Polymorphismen an der Stelle (-308) und (-238) des TNFa-
Gens abhangt, sollen anhand der Ergebnisse der Odds Ratio Analyse dargestellt werden.
Hierbei wurden die Patienten mit den jeweiligen Erkrankungen und
Gefahrstoffeinwirkungen den gesunden Kontrollpersonen ohne Gefahrstoffeinwirkung
gegenubergestellt. Bezliglich des Polymorphismus wurden alle Personen mit mindestens
einem mutierten Allel (wt/mt oder mt/mt) den Probanden mit dem homozygoten
Wildtyp (wt/wt) gegeniibergestellt. Zunédchst wurden die rohen Odds Ratios fir die
einzelnen Diagnosen errechnet, anschlieRend wurden Adjustierungen in Bezug auf das
Alter, das Geschlecht und das Rauchverhalten vorgenommen. Somit kann der Einfluss

dieser Parameter auf das Erkrankungsrisiko eliminiert werden.

4.3.1 Erkrankungsrisiko fur gefahrstoffbedingte Erkrankungen der Lunge
und der Pleura in Abhangigkeit von dem Polymorphismus (-308) des
TNFa- Gens

Die Ergebnisse der Odds Ratio Analyse bei Patienten mit mindestens einem mutierten
Allel (A) des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens ergeben ein grenzwertig
signifikant erhohtes Risiko fir die fibrotisierenden Erkrankungen der Lunge und der
Pleura (ORon = 1,472; 95%-KI: 0,99-2,17; p=0,05). Signifikant hohe Risiken zeigen
sich fir Asbestosen (ORn = 1,57; 95%-KI: 1,05-2,36; p=0,03), insbesondere fiir die an
einer schwerwiegenden Lungenasbestose leidenden Patienten mit einer ILO- Streuung
von 3/2, 3/3 und 3+ (ORn= 4,15; 95%-KI: 1,06-16,16; p=0,04). Ebenso kann ein
signifikant erhdhtes Risiko fur hyaline Pleuraplaques (ORon = 2,21; 95%-KI: 1,11-4,1;
p=0,02 und ORagjusier = 2,90; 95%-KI: 1,08-7,78; p=0,03), besonders fir den
Auspragungsgrad 1 nach ILO nachgewiesen werden (ORyn = 4,64; 95%-KI: 1,40-
15,41; p=0,01 und ORggiustiert = 5,32; 95%-KI: 1,22-23,34; p=0,03). Ein nicht signifikant
erhéhtes Erkrankungsrisiko weist die Gruppe der Silikosen auf (ORo = 1,28; 95%-KI:
0,78-2,08; p=0,33 und ORagjustiert = 1,23; 95%-KI: 0,527-2,88; p=0,63). Im Gegensatz zu
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den fibrosierenden

Lungenerkrankungen ist das

Risiko fir

asbestinduzierte

Bronchialkarzinome (BK Nr. 4104) vermindert (ORon = 0,39; 95%-KI: 0,14-1,04).

Tab. 11: Rohe Odds Ratios der einzelnen Diagnosen in Bezug auf das Kontrollkollektiv in

Abhéngigkeit von dem Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens

Genotypen Univariate Analyse
wt/wt wt/mt 0. mt/mt
OR 95 % KI -Wert
n (%) n (%) ° P
Kontrollkollektiv 136 (76,8) 41 (23,2)
. . 741

Patientenkollektiv (72.7) 278 (27,3)
Diagnosen
Lungenfibrose 424 (69,3) 188 (30,7) 1,47 0,99-2,17 0,05
Silikose (BK 4101) 117 (72,2) 45 (27,8) 1,28 0,78 -2,08 0,33
Asbestose (BK 4103) 268 (67,8) 127 (32,2) 1,57 1,05-2,36 0,03
Lungenasbestose (BK 4103) 84 (68,9) 38 (31,1) 1,5 0,89 -2,52 0,13
Kleine unregelmaRige
Schatten (s,t,u)

1/1und 1/2 ILO 44 (69,8) 19 (30,2) 1,43 0,75-2,72 0,27

2/1,2/2 und 2/3 ILO 32 (69,6) 14 (30,4) 1,45 0,71-2,98 0,31

3/2,3/3 und 3/+ ILO 4 (44,4) 5 (55,6) 4,15 1,06 -16,16 0,04
Pleuraasbestose (BK 4103) 144 (68,6) 66 (31,4) 1,52 0,97 - 2,39 0,07
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach 1LO ) 86 (71,7) 34 (38,3) 1,311 | 0,77-2,225 | 0,315
Verbreitungsgrad

1 24 (68,6) 11 (31,4) 1,52 0,69 - 3,37 0,3

2 27 (77,1) 8 (22,9) 0,98 0,42 -2,33 0,97

3 31 (67,4) 15 (32,6) 1,61 0,79 - 3,26 0,19
hyaline Pleuraplaques i
(umschrieben nach 1LO) 27 (60) 18 (40) 2,21 | 1,108-4,414 | 0,024
Verbreitungsgrad

1 5 (41,7) 7 (58,3) 4,64 | 1,40-1541 0,01

2 10 (62,5) 6 (37,5) 1,99 0,68-5,81 0,21

3 11 (68,8) 5(31,2) 1,51 0,50 - 4,59 0,47
Hyalinosis complicata 31 (68,9) 14 (31,1) 1,5 0,73-3,08 0,27
Lungenfibrose anderer Genese | 39 (70,9) 16 (29,1) 1,36 0,69 - 2,68 0,37
ﬂ%‘g;ames"the“om (BK 27 (81,8) 6 (18,2) 074 | 029-191 | 053
Bronchialkarzinom 290 (77,6) 84 (22,4) 0,96 0,63 -1,47 0,85
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom 43 (89,6) 5(10,4) 0,39 0,14 -1,04 0,06
(BK 4104)
Bronchialkarzinom anderer 247 (75.8) 79 (24.2) 1,06 0,69 - 1,63 0,79

Genese
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Tab. 12: Auf Alter, Rauchverhalten und Geschlecht adjustierte Risikoabsch&tzungen (Odds
Ratios) der Kollektive in Abhangigkeit von dem Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens

Genotypen Multivariate Analyse
wt/wt wt/mt 0. mt/mt
OR 95 % Kl -Wert
n (%) n (%) ° P
Kontrollkollektiv 136 (76,8) 41 (23,2)
. . 741

Patientenkollektiv (72.7) 278 (27,3)
Diagnosen
Lungenfibrose 424 (69,3) 188 (30,7) 1,415 | 0,759-2,636 | 0,274
Silikose (BK 4101) 117 (72,2) 45 (27,8) 1,232 | 0,527 -2,88 0,63
Asbestose (BK 4103) 268 (67,8) 127 (32,2) 1,622 | 0,819-3,21 | 0,165
Lungenasbestose (BK 4103) 84 (68,9) 38 (31,1) 1,599 | 0,661-3,87 | 0,298
Kleine unregelmaRige
Schatten (s,t,u)

1/1und 1/2 ILO 44 (69,8) 19 (30,2) 1,636 | 0,605-4,426 | 0,333

2/1,2/2 und 2/3 ILO 32 (69,6) 14 (30,4) 1,649 | 0,581-4,679 | 0,348

3/2,3/3und 3/+ ILO 4 (44,4) 5 (55,6) 5,552 | 0,914 -33,723 | 0,063
Pleuraasbestose (BK 4103) 144 (68,6) 66 (31,4) 1,518 | 0,721-31979 | 0,272
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach 1LO ) 86 (71,7) 34 (38,3) 1,191 | 0,517 -2,744 | 0,682
Verbreitungsgrad

1 24 (68,6) 11 (31,4) 1,562 | 0,558 -4,376 | 0,396

2 27 (77,1) 8 (22,9) 1,062 | 0,339-3,328 | 0,918

3 31 (67,4) 15 (32,6) 1,558 | 0,569 -4,267 | 0,388
hyaline Pleuraplaques i
(umschrieben nach 1LO) 27 (60) 18 (40) 2,902 | 1,083-7,777 | 0,034
Verbreitungsgrad

1 5 (41,7) 7 (58,3) 5316 | L2 | 0026

' ' ' 23,254 '

2 10 (62,5) 6 (37,5) 2,48 | 0,685-9,041 | 0,166

3 11 (68,8) 5(31,2) 1,771 | 0,456 - 6,878 | 0,409
Hyalinosis complicata 31 (68,9) 14 (31,1) 1,676 | 0,626 - 4,485 0,27
Lungenfibrose anderer Genese | 39 (70,9) 16 (29,1) 1,245 | 0,509 - 3,047 | 0,631
ﬂ%‘g;amesome“om (BK 27 (81,8) 6 (18,2) 0,61 | 0188-1,979 | 041
Bronchialkarzinom 290 (77,6) 84 (22,4) 1,193 | 0,587-2,424 | 0,625
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom 43 (89,6) 5(10,4) 0,446 | 0,124-1,607 | 0,217
(BK 4104)
ggzzgz'a'karz'“om anderer 247 (75,8) 79 (24,2) 1,372 | 067-281 | 039
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4.3.2 Erkrankungsrisiko fur gefahrstoffbedingte Erkrankungen der Lunge
und der Pleura in Abhangigkeit von dem Polymorphismus (-238) des
TNFa- Gens

Die Ergebnisse der Odds Ratio Analyse bei Patienten mit mindestens einem mutierten
Allel (A) des Polymorphismus (-238) in der Promoterregion des TNFa- Gens ergeben
ein erhohtes Risiko fur fibrosierende Erkrankungen der Lunge und der Pleura (ORoh =
1,22; 95%-KI: 0,67-2,20 and ORugjusiiert = 1,77; 95%-KI: 0,67-4,98). Dies zeigt sich
insbesondere bei den Patienten, die an einer Asbestose oder einer Silikose erkrankten
(ORonh = 1,18; 95%-KI: 0,63-2,21 und ORagjusiet = 2,12; 95%-KI: 0,64-6,96 fir
Asbestose und ORyon = 1,35; 95%-KI: 0,66-2,78 und ORagjustiert = 1,95; 95%-KI: 0,46-
8,23 fur Silikose). Ein erniedrigtes Risiko kann fur asbestinduziertes Bronchialkarzinom
(ORonh = 0,47; 95%-KI: 0,10-2,13 und ORagjusiert = 0,72; 95%-KI: 0,09-5,56)
nachgewiesen werden. Das Risiko fir Bronchialkarzinome anderer Genese zeigt
ebenfalls ein erniedrigtes Risiko (ORagjustiert = 0,75; 95%-KI: 0,26-2,18). Jedoch weisen
die Ergebnisse fur diesen Polymorphismus keine Signifikanz auf.

Insgesamt zeigen die Risikoabschdtzungen anhand der OR, dass Patienten mit einem
mutierten Allel A des Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens ein hoheres

Erkrankungsrisiko an fibrosierenden Erkrankungen der Lunge und der Pleura haben.
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Tab. 13: Rohe Odds Ratios der einzelnen Diagnosen in Bezug auf das Kontrollkollektiv in

Abhangigkeit von dem Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens

Genotypen Univariate Analyse
wt/wt wt/mt 0. mt/mt
OR 95 % KI -Wert
n (%) n (%) ° P
Kontrollkollektiv 162 (91,5) 15 (8,5)
Patientenkollektiv 918 (90,1) 101 (9,9)
Diagnosen
Lungenfibrose 550 (89,9) 62 (10,1) 1,22 0,67 -2,20 0,51
Silikose (BK 4101) 144 (88,9) 18 (11,1) 1,35 0,66 -2,78 0,42
Asbestose (BK 4103) 356 (90,1) 39 (9,9) 1,18 0,63-2,21 0,59
Lungenasbestose (BK 4103) 110 (90,2) 12 (9,8) 1,18 0,53-2,61 0,002
Kleine unregelmaRige
Schatten (s,t,u)
1/1und 1/21LO 58 (92,1) 5(7,9) 0,93 0,32 -2,68 0,89
2/1,2/2 und 2/3 1LO 41 (89,1) 5(10,9) 1,32 0,45 - 3,83 0,61
3/2,3/3 und 3/+ ILO 8 (88,9) 1(11,1) 1,35 0,16 -11,5 0,78
Pleuraasbestose (BK 4103) 188 (89,5) 22 (10,5) 1,28 0,63 -2,52 0,51
verkalkende Pleuraplaques
(umschrieben nach 1LO ) 108 (90) 12 (10) 1,2 0,54 - 2,66 0,66
Verbreitungsgrad
1 30 (85,7) 5 (14,3) 1,8 0,61-5,32 2,88
2 34 (97,1) 1(2,9) 0,32 0,04 -2,49 0,28
3 40 (87,0) 6 (13) 1,62 0,59 -4,44 0,35
hyaline Pleuraplaques i
(umschrieben nach 1LO) 40 (88,9) 5(11,1) 1,35 0,46 - 3,93 0,58
Verbreitungsgrad
1 11.(91,7) 1(8,3) 0,98 0,12-8,13 0,99
2 15 (93,7) 1(6,3) 0,72 0,09-5,83 0,76
3 13(81,2) 3(18,8) 2,49 0,64-9,73 0,19
Hyalinosis complicata 40 (88,9) 5(11,1) 1,35 0,46 - 3,93 0,58
Lungenfibrose anderer Genese | 50 (90,9) 5(9,1) 1,08 0,37-3,12 0,89
ﬂ%‘g;amesome“om (BK 30 (90,9) 3(9,1) 108 | 029-396 | 001
Bronchialkarzinom 338 (90,4) 36 (9,6) 1,15 0,61-2,16 0,66
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom 46 (95,8) 2(4,2) 0,47 0,10-2,13 0,33
(BK 4104)
Bronchialkarzinom anderer 292 (89,6) 34 (10,4) 1,26 0,67 - 2,38 0,48

Genese
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Tab. 14: Auf Alter, Rauchverhalten und Geschlecht adjustierte Risikoabschatzungen (Odds
Ratios) der Kollektive in Abhangigkeit von dem Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens

Genotypen Multivariate Analyse
wt/wt wt/mt 0. mt/mt
OR 95 % Kl -Wert

n (%) n (%) ° P
Kontrollkollektiv 162 (91,5) 15 (8,5)
Patientenkollektiv 918 (90,1) 101 (9,9)
Diagnosen
Lungenfibrose 550 (89,9) 62 (10,1) 1,767 | 0,672-4,98 | 0,281
Silikose (BK 4101) 144 (88,9) 18 (11,1) 1,946 | 0,46-8,234 | 0,366
Asbestose (BK 4103) 356 (90,1) 39(9,9) 2,105 | 0,636 -6,961 | 0,223
Lungenasbestose (BK 4103) 110 (90,2) 12 (9,8) 2,145 | 0,463-9,934 | 0,329

Kleine unregelmaRige
Schatten (s,t,u)

1/1und 1/2 ILO 58 (92,1) 5 (7,9) 093 | 032-268 @ 089
2/1, 2/2 und 2/3 ILO 41 (89,1) 5 (10,9) 1,724 | 0,331-8,982 | 0,518
3/2, 3/3 und 3/+ ILO 8 (88,9) 1(11,1) 1,613 | 0,115-22,655 | 0,723

Pleuraasbestose (BK 4103) 188 (89,5) 22 (10,5) 2,034 | 0,555-746 | 0,284

verkalkende Pleuraplaques

(umschrieben nach 1LO ) 108 (90) 12 (10) 2,237 |0,482-10,382| 0,304
Verbreitungsgrad
1 30 (85,7) 5 (14,3) 2,97 | 0,58-15211 | 0,192
2 34 (97,1) 1(2,9) 0,32 | 0,033-4,371 | 0,439
3 40 (87,0) 6 (13) 2,096 | 0,38-11,549 | 0,395
?ﬁ;gﬁrigg;&ﬁ;&cﬂuﬁo) 40 (88,9) 5 (11,1) 1,827 | 0,387-8,62 | 0,447
Verbreitungsgrad
1 11 (91,7) 1(83) 1958 | 0139— 1 g713
17,909
2 15 (93,7) 1(6,3) 0,942 | 0,085-10,478| 0,961
3 13(81,2) 3(18,8) 5,718 | 0,811 -40,313| 0,08
Hyalinosis complicata 40 (88,9) 5(11,1) 1,866 | 0,38-9,171 0,443
Lungenfibrose anderer Genese | 50 (90,9) 5(9,1) 1,257 | 0,304 -5,204 | 0,752
ﬂ%‘g;amesome“om (BK 30 (90,9) 3(9,1) 1,977 | 0,399- 11,535 0,449
Bronchialkarzinom 338 (90,4) 36 (9,6) 0,709 | 0,245-2,054 | 0,526
Asbestinduziertes
Bronchialkarzinom 46 (95,8) 2(4,2) 0,715 | 0,092-5,561 | 0,749
(BK 4104)
grO“Ch'a'karz'“om anderer | 247 (75.8) 79 (24,2) 075 | 026-218 | 059
enese
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4.3.3 Vergleich der Erkrankungsrisiken (Asbestfaserstaub-verursachten)
Lungenfibrosen mit denen eines (Asbestfaserstaub-verursachten)
Bronchialkarzinoms in Abhangigkeit von den Polymorphismen (-308)
und (-238) des TNFa- Gens

Da sich nach unseren Ergebnissen die Erkrankungsrisiken fur fibrotisierende und
maligne Lungenkrankheiten gegenldufig verhielten, wurden zusétzlich zur Odds Ratio
Analyse im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auch die Odds Ratios fir
Lungenfibrosen in direktem Vergleich zu den Bronchialkarzinomen durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich bei Tragern des A-Allels des (-308) Polymorphismus des TNFa-
Gens ein hoheres Risiko fiir Patienten mit fibrosierenden Lungenerkrankungen (ORon =
1,53; 95%-KI: 1,14-2,06; p=0,050 und ORagjustiert = 1,75; 95%-KI: 1,25-2,45; p=0,001).
Der Vergleich zwischen Asbestosen und asbestinduzierten Bronchialkarzinomen macht
deutlich, dass Patienten mit einem mutierten Allel (A) des Polymorphismus (-308) des
TNFa- Gens ein signifikant erhdhtes Risiko haben, an Asbestosen zu erkranken (ORoh=
4,08; 95%-KI: 1,53-10,54; p=0,004 und ORgjusier = 3,89; 95%-KI: 1,49-10,17;
p=0,006). Ebenfalls wurden Lungenfibrosen, die nicht durch Asbestfaserstaub
verursacht wurden, den nicht asbestinduzierten Bronchialkarzinomen gegeniibergestellt.
Hierbei zeigt sich ebenfalls ein erhdhtes Risiko fir die fibrosierende
Lungenerkrankungen (ORagjustiert = 1,58; 95%-KI: 1,00-2,5; p=0,049). Fur das A-Allel
des (-238) Polymorphismus des TNFoa- Gens zeigte der Vergleich zwischen
Lungenfibrosepatienten und Bronchialkarzinompatienten keine signifikanten Ergebnisse
(ORyon = 1,06; 95%-KI: 0,69-1,63; p=0,79 und ORagjustiert = 1,056; 95%-KI: 0,65-1,72;
p=0,83). Die Tabelle 15 zeigt die Auswertung des direkten Vergleichs zwischen
fibrosierenden und malignen Lungenerkrankungen flr die Polymorphismen (-238) und
(-308) des TNFa- Gens.
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Tab. 15: Vergleich der Risiken Asbestfaserstaubverursachter Lungenfibrosen mit denen eines Asbestfaserstaubverursachen Bronchialkarzinoms

Rohe Odds Ratio Odds Ratio adjustiert
TNFa (-238)
OR 95% Ki p-Wert OR 95% Ki p- Wert
Lungen_ﬁ bros? gegenuber 1,058 0,687 - 1,631 0,797 1,056 0,650 - 1,716 0,826
Bronchialkarzinom
Asbestose ( BK 4103 )
gegeniiber Asbestinduziertes 1,018 0,582 -1,782 0,950 1,157 0,607 - 2,208 0,657
Bronchialkarizinom (BK 4104)
Lungenfibrose anderer Genese gegeniibg
Bronchialkarzinom 2,520 0,589 - 10,782 0,213 2,003 0,457 - 8,792 0,357
anderer Genese
TNFa (-308) Rohe Odds Ratio Odds Ratio adjustiert
OR 95% Ki p- Wert OR 95% Kl p Wert
Lungen_ﬁ bms_e_ gegenuber 1,531 1,137 - 2,061 0,050 1,753 1,252 - 2,454 0,001
Bronchialkarizinom
Asbestose ( BK 4103 )
gegeniiber Asbestinduziertes 4,075 1,526 - 10,536 0,004 3,891 1,488 - 10,172 0,006
Bronchialkarzinom (BK 4104)
Lungenfibrose anderer Genese gegeniibg
Bronchialkarzinom 1,223 0,828 - 1,805 0,312 1,583 1,002 - 2,500 0,049
anderer Genese
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5 Diskussion

In dieser Studie werden fibrosierende und maligne Tumorerkrankungen der Lunge oder
der Pleura untersucht, die auf die Exposition von Asbestfasern oder Quarzstaub am
Arbeitsplatz zuruckzufuhren sind. Ziel der Studie war es herauszufinden, ob die
Genpolymorphismen (-238) und (-308) des TNFa- Gens mit einem verdnderten
Erkrankungsrisiko fir fibrosierende oder maligne Erkrankungen der Lunge oder der
Pleura assoziiert sind. Die Risikoberechnungen erfolgten im Fall-Kontroll Ansatz.
Infolge Asbestverbot hat zwar die Zahl der an Lungenasbestose erkrankten Personen
insgesamt im Vergleich zum Jahr 1995 abgenommen, wegen der langen Latenzzeiten
bis zum Ausbruch des Mesothelioms muss man jedoch auch in Zukunft mit einem
weiteren Anstieg der asbestbedingten Todesfélle zu rechnen.

In dieser Studie wurden 395 Patienten mit Asbestosen (Nr. 4103 BKV), 33 Patienten
mit Pleuramesotheliom (Nr. 4105 BKV) und 48 Patienten mit Asbestfaserstaub
verursachtem Bronchialkarzinom (Nr. 4104 BKV) aufgenommen.

Silikosen (Nr. 4101 BKV), Silikotuberkulosen (Nr. 4102 BKV) sowie durch Quarzstaub
verursachte Bronchialkarzinome (Nr. 4112 BKV) koénnen Folge langjahriger
Quarzstaub- Exposition sein. Durch verbesserte ArbeitsschutzmaBahmen ist der Anteil
an Patienten mit Quarzstaublungenerkrankungen in Deutschland in den letzten Jahren
gesunken. Dennoch sind weiterhin, aufgrund der ebenfalls langen Latenzzeiten von 20-
40 Jahren, in Deutschland Neuerkrankungen zu verzeichnen. 2008 wurden in
Deutschland 559 Silikosen als Berufskrankheit anerkannt. 1995 waren es noch 2655
Anerkennungen (Brett et al., 2005).

In unserer Studie wurden 162 Patienten mit einer Silikose (Nr. 4101 BKV)
aufgenommen.

In der Primérpravention nehmen ArbeitsschutzmalRnahmen zur Vorbeugung der
Gefahrenstoffexposition eine bedeutende Stellung ein. Dabei sei beispielsweise das
Asbestverbot in Deutschland seit 1993 genannt (Schneider et al., 1998). Dennoch kann
eine Asbestexposition, z.B. bei Abbruch- Sanierungs- und Instandhaltungsarbeiten auch
heute noch bestehen. Nach Einwirkung gesundheitsschadigender Gefahrstoffe kommt
der Fruherkennung maligner Erkrankungen (Sekundarpravention) eine besondere
Bedeutung zu. Tumorerkrankungen in Anfangsstadium zeigen eine deutlich bessere

Uberlebensrate, daher sind Screeninguntersuchungen bei besonders gefahrdeten
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Personengruppen unverzichtbar. Beobachtungen zeigen, dass interindividuell
unterschiedliche Merkmale der geféahrdeten Personen die Latenzzeit, den Schweregrad
sowie das Auftreten der Erkrankungen beeinflussen.

Fir die Arbeitsmedizin bedeutsam ist die Untersuchung der interindividuellen
Eigenschaften gefahrenstoffexponierter Personen, um bei pradisponierten Patienten
engmaschigere Vorsorgeuntersuchungen anzubieten und im Erkrankungsfall die
Kompensation zu erleichtern.

Die vorliegende Studie untersucht einen madglichen Zusammenhang zwischen den
Genpolymorphismen (-308) und (-238) des TNFa- Gens und den fibrosierenden und
malignen Erkrankungen der Lunge und der Pleura. Wie aus Tabelle 12 und 13
ersichtlich wurde ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus (-308)
des TNFa- Gens und der Entstehung von fibrosierenden Lungenerkrankungen
nachgewiesen. Patienten mit einer Mutation an dieser Stelle des Genoms haben ein
erhéhtes Risiko an einer Lungenfibrose zu erkranken (ORon = 1,472; 95%-KI: 0,99-
2,17; p=0,05) und (ORagjustiert = 1,415; 95%-KI: 0,759-2,636; p=0,274). Vergleicht man
die Ergebnisse der OR-Analyse flr fibrosierende und maligne Lungenerkrankungen
miteinander, so stellt man fest, dass das TNF-a (-308) A-Allel mit einem erhéhten
Risiko fur fibrosierende Lungenerkrankungen verbunden ist (ORyn = 1,531; 95%-KI:
1,137-2,061; p=0,05) und (ORagjustiert = 1.753; 95%-KI: 1,252-2,454; p=0,001). Ein
signifikantes Ergebnis erzielten wir bei dem WVergleich von Asbestosen mit
asbestinduziertem Bronchialkarzinom. Hier konnten wir bei Tragern des A-Allels des
TNFa (-308) Polymorphismus ein signifikant erhdhtes Erkrankungsrisiko flr
Asbestose-Patienten nachweisen (ORq, = 4,075; 95%-KI: 1,526-10,536; p=0,004) und
(ORugjustiert = 3,891; 95%-KI: 1,488-10,172; p=0,006). Die Ergebnisse der
Risikoabschatzung fir das TNF-a (-238) A-Allel zeigen ebenfalls die Tendenz zu einem
erhéhten Risiko fur fibrosierende Lungen- bzw. Pleuraerkrankungen (ORpn = 1,22;
95%-KI: 0,67-2,20; p=0,51) und (ORagjustiert = 1,76; 95%-KI: 0,672-4,98; p=0,281). Bei
Tragern des A-Allels des TNFo (-238) Polymorphismus konnten wir bezlglich der
asbestinduzierten Bronchialkarzinome einen tendenziell protektiven Effekt nachweisen
(ORoh = 0,47; 95%-KI: 0,10-2,13; p=0,33) und (ORugjusier = 0,715; 95%-KI: 0,092-
5,561; p=0,749). Fur das A-Allel des (-238) Polymorphismus konnten keine
signifikanten Ergebnisse erzielt werden, auch nach Gegenuberstellung von
fibrosierenden und malignen Lungenerkrankungen waren lediglich tendenziell

Risikoverdnderungen zu verzeichnen. Hierbei zeigte sich ein erhdhtes Risiko fir
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fibrosierende Lungenerkrankungen (ORon = 1,058; 95%-KI: 0,687-1,631; p=0,797) und
(ORugjustiert = 1,056; 95%-KI: 0,65-1,716; p=0,826).

5.1 Genotypenanalyse der Polymorphismen an der Stelle (-308) und (-
238) des TNFa Gens im internationalen Vergleich

Bei den insgesamt 1196 Probanden wurde eine Genotypenanalyse durchgefiihrt und das
TNFa- Gen auf die Polymorphismen (-308) und (-238) untersucht. Um nun die
Reprasentanz dieser Assoziationsstudie zu Uberprifen, wurden die in den Tabelle 16
(Genotypfrequenzen TNFa an Stelle -308) und Tabelle 17 (Genotypfrequenzen TNFa
an Stelle -238) aufgefiihrten Genotypverteilungen an Gesunden mit internationalen
Studien verglichen. Potentielle ethnische Unterschiede sollten berticksichtigt werden.
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Tab. 16: Genotypfrequenzen TNFa an Stelle (-308) im internationalen Vergleich

Gesunde - n
Ethnisch %
Erstautor (Jahr) Herkj;ff N (%) G/A O
GIG G/A A/A AJA '
Ergebnisse dieser Studie | Deutschland 177 (71 : Z) (23185) ( 137)
Caballero (2000) Spanien 160 (183:; ég) é)
Azmy (2004) England 498 313 167 18
(62,9) (33,5 (3,6)
Castro-Santos(2006) Spanien 343 265 1 U
(717,3) (20,7) (2,0)
Boraska (2008) Kroatien 144 100 40 4
(69,4) (27,8) (2,8)
Mittelwert (Spannweite) 1322 73,4 24,2 2,4
europaischer Studien (62,9-84) | (15-33,5) (1-3,5)
Jang (2001) Stidkorea 92 (98254) (776) 0
Yucesoy (2002) Tiirkei 154 75 79
(48,7) (51,3)
Ho (2004) Taiwan 289 225 62 2
(717,9) (21,5 (0,6)
Wang (2005) Japan 122 (19167) (i) 0
Shih (2006) Taiwan 205 169 34 2
(82,4) (16,6) (1,0)
Ates (2008) Tiirkei 92 47 32 13
(51,1) (34,8) (14,1)
Gu (2009) China 315 263 51 !
(83,5) (16,2) (0,3)
Merza(2009) Iran 60 56 4 0
(93,3) (6,6)
Ozhan (2009) Tirkei 92 21 34 37
(22,8) (37) (40,2)
Park (2009) Siidkorea 89 77 10 2
(86,5) (11,2 (2,3)
Du (2010) China 218 (1778(; (2‘;80) 0
Singhal (2010) Indien 60 46 13 1
(76,7) (21,6) (1,6)
Mittelwert (Spannweite) 1788 76,4 18,1 5,5
asiatischer Studien (22,8-96) (4-37) (0-40,2)
Grove (1997) USA 145 (gg) (3‘;98) (692)
Camarena (2000) Mexiko 55 o4 1 0
(98,2) (1,8)
Sanchez (2009) Kanada 94 (sg) (22970) (110)
Mittelwert % 761 215 54
(Spannweite) 294 o . .
amerikanischer Studien (60-98,2) | (18-33.8) (0-6.2)
Corbett (2002) Afrika 120 (6238) (3?660) (312)
Ferguson (2008) Neuseeland | 415 ( 62;% ) ( 2153(’5 ) (21%)
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Die Genotypfrequenzen fur den (-308) Polymorphismus sind in unserer gesunden
Kontrollgruppe wie folgt ermittelt worden: 76,8% G/G, 21,5% G/A und 1,7% A/A. In
anderen europdischen Studien sind im Durchschnitt 73,4% Tréger des G/G Genotyps
(Spannweite 62,9%-84%), 24,3% tragen den Genotyp G/A (Spannweite 15%-33,5%)
und 2,4% den homozygoten Genotyp A/A (Spannweite 1%-3,5%). Am meisten
unterschied sich innerhalb der europaischen Studien der prozentuale Anteil der
englischen Studie von Azmy et al. 2004 mit 62,9% G/G, 33,5% G/A und 3,6% A/A.
Wenn man diese Werte mit der vorliegenden Studie vergleicht, liegt in unserem
Kontrollkollektiv der prozentuale Anteil des seltnen Genotyps A/A mit 1,7% innerhalb
der Spannweite europdischer Studien. Vergleicht man die Verteilung der
Genotypenfrequenzen unterschiedlicher Bevolkerungsgruppen miteinander, so ist ein
eindeutiger Einfluss der ethnischen Herkunft auf die Verteilung der Genotypen
erkennbar. Die in Tabelle 16 aufgefiihrten asiatischen Studien zeichnen sich mit einer
Genotypenfrequenz folgender Verteilung G/G 76,4% (Spannweite 22,8%-96%), G/A
18,1% (Spannweite 4%-37%), A/A 5,5% (Spannweite 0-40,2%) durch einen hohen
Anteil des Genotyps A/A aus. Diese Auffalligkeit ist ebenfalls in der sudafrikanischen
Studie (G/G 60,8%, G/A 30,0%, A/A 9,2%) zu verzeichnen. Im Vergleich zu den
europaischen Studien ist der homozygote mutante Genotyps A/A in asiatischen und

stidafrikanischen Studien deutlich hdufiger zu beobachten.
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Tab. 17: Genotypfrequenzen TNFa an Stelle (-238) im internationalen Vergleich

Gesunde -n (%)

Ethnische
Erstautor (Jahr n G/Ao.
( ) Herkunft G/IG G/A A/A AJA
. . . 162 15
Ergebnisse dieser Studie | Deutschland 177 (91.5) (8.5) 0
. 132 28
Caballero (2000) Spanien 160 (82,5) (17.5) 0
434 59 2
Azmy (2004) England 495 (87.7) (11.9) 0.4)
. 134 10
Boraska (2008 Kroatien 144 0
(2008) (93 ™
. . 107 16 2
Trajkov (2 M 12
rajkov (2009) azedonien 5 (85.6) (12,8) (1.6)
Mittelwert % (Spannweite) 1101 88,1 11,5 0,4
europaischer Studien (82,5-93) | (7-17,5) | (0-1,6)
Jang (2001) Stidkorea 92 80 11 1
(87) (12) @)
Yucesoy (2002) Tirkei 160 87 73
(54,4) (45,6)
Wang (2005 Japan 121 116 5
90 P 09 | @y | °
Shih (2006) Taiwan 205 161 44 0
(78,5) (21,5)
Ates (2008) Tirkei 92 86 6 0
(93,5) (6,5)
Gu (2009) China 315 281 34 0
(89,2) (10,8)
Merza (2009) Iran 60 57 3 0
(95) ©)
Ozhan (2009) Tirkei 92 73 18 1
(79,3) (19,6) 11
Du (2010) China 218 199 19 0
(91,3) 8,7
Park (2010) Stidkorea 89 85 4 0
(95,5) (4,5)
Mittelwert % (Spannweite) 2581 89,5 10,3 0,2
asiatischer Studien (54,4-95,9) | (4,1-24,5) | (0-1,1)
Grove(1997) USA 163 153 10
(93,9) (6.1)
Camarena (2000) Mexiko 55 51 3 1
(92,7) (5.4) (1,8)
Sanchez (2009) Kanada 89 80 U 2
(90,0) (8,0 (2,0
Mittelwert % (Spannweite) 307 91,4 6,7 1,9
amerikanischer Studien (90-93,9) (5,4-8) (1,8-2)
. 113 5 2
Corbett(2002) Afrika 120 (94.2) .2) (1.6)
365 50
Ferguson (2008) Neuseeland 415 (88,0) (12,0) 0
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Der (-238) Polymorphismus des TNF o- Gens zeigt im von uns untersuchten
Kontrollkollektiv eine Genotypenverteilung von 91,5 % G/G und 8,5% G/A. Der
Genotyp A/A ist in unserem Kollektiv nicht vertreten. Betrachtet man die
durchschnittliche Genotypenverteilung europdischer Studien, ist ein ahnliches Ergebnis
zu erkennen: 88,1% G/G (Spannweite 82,5%-93%), 11,5% G/A (Spannweite 7%-
17,5%) und 0,4% A/A (Spannweite 0%-0,7%). In einer stidafrikanischen Studie von
Corbett et al. (Corbett et al. 2002) zeigte sich folgende Verteilung: 94,2% G/G, 4,2%
G/A, 1,6% A/A (Corbett et al., 2002). Im Vergleich dazu fand sich als
Durchschnittswert von Studien amerikanischer L&nder (Mexiko, Kanada, USA) die
Héaufigkeit von 91,4% G/G (Spannweite 90%-93,9%), 6,7% G/A (Spannweite 5,4%-
8%) und 1,9% AJA (Spannweite 1,8%-2,0%) und als gemittelter Wert neun asiatischer
Studien aus sechs verschiedenen L&ndern eine Verteilung von 89,5% G/G (Spannweite
54,4%- 95,9%), 10,3% G/A (Spannweite 4,1%- 24,5%) und 0,2% A/A (Spannweite
0%-1,1%). Die Genotypenverteilung der vorliegenden Studie ist somit mit Ergebnissen

europdischer und weltweiter Studien vergleichbar.

5.2 Allelfrequenzen der Polymorphismen an der Stelle (-238) und
(-308) des TNFa- Gens im internationalen Vergleich

Aus der Genotypverteilung internationaler Studien wurden die Allelfrequenzen fir die
Polymorphismen (-238) und (-308) des TNF-a Gens errechnet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 19 synoptisch dargestellt. Das A-Allel des (-238) Polymorphismus des TNFa-
Gens ist in unserer Studie mit einem prozentualen Anteil von 4,2% vertreten. Die
Durchschnittswerte fur europdische Studien ergaben 7,9% (Spannweite 3,6%-16,4%)
und fir asiatische Studien 6,9% (Spannweite 2,1%-24%). Eine &hnliche Allelfrequenz
zeigte sich in den Studien aus Mexiko und Kanada mit einem durchschnittlichen
prozentualen Anteil von 5,3% (Spannweite 4,5%-6,1%). Im weltweiten Vergleich liegt
der ermittelte Wert fir die A-Allelfrequenz des (-238) Polymorphismus des TNFa-
Gens unserer Studie innerhalb der Spannweit aller hier aufgefiihrten Studien.

Die Allelfrequenz fir das A-Allel des (-308) Polymorphismus liegt in der vorliegenden
Studie bei 12,4%. Betrachtet man die Durchschnittswerte europdischer und asiatischer
Studien (Europa 14,1% mit einer Spannweite 8,8% bis 16,7% und Asien 12,7% mit
einer Spannweite von 2,1 bis 43) liegt der prozentuale Anteil des A-Allels unserer
Studie mit 12,4% im Mittelfeld der Spannweite europdischer und asiatischer Studien.

Infolge der ethnischen Vielfalt innerhalb der asiatischen Studien (Turken, Iraner, Inder,
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Stidostasiaten) ergibt sich fur die A-Allelfrequenz hierbei eine grolRe Spannweite. Die
A-Allelfrequenz der drei aufgefihrten L&nder aus dem amerikanischen Kontinent
(USA, Kanada und Mexiko) liegt im Mittel bei 13,1% (Spannweite 0,9%-23.1%). Zum
Vergleich konnte in der stidafrikanischen Studie von Corbett et al. (Corbett et al., 2002)
in einem gesunden Kollektiv von 120 Probanden eine Allelfrequenz (A) von 24,2%

ermittelt werden.
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Tab. 18: Allelfrequenzen der Polymorphismen an Stelle (-238) und (-308) des TNFa- Gens in
Abhéangigkeit von der ethnischen Herkunft

Ezjgahurt)or it:rnllztiwr: Allelfrequenzen (%)
PM (-238) PM (-308)
Kontroll Kontroll- G
kollektiv A G kollektiv A
Vog't'sg?:de Deutschland 177 | a2 [958 | 177 | 124 | 876
Européische
Studien
Caballero (2000) Spanien 160 8,8 91,2 160 8,8 91,2
Azmy (2004) England 495 6,4 93,6 - - -
Boraska (2008) Kroatien 144 3,6 96,4 144 16,7 | 83,3
Garcia Gonzales ]
(2009) Spanien 24 16,4 83,6 24 16,7 83,3
Trajkov (2009) Makedonien 301 4,5 95,5 - - -
Asiatische
Studien
Jang (2001) Sutdkorea 92 7,1 92,9 92 3,8 96,2
Yucesoy (2001) Turkei 160 24 76 154 27 73
Ho (2004) Taiwan - - - 289 11,3 | 88,7
Wang (2005) Japan 121 2,1 97,7 122 2,1 97,9
Shih (2006) Taiwan 205 11 89 205 9,2 90,8
Ates (2008) Trkei 92 3 97 92 43 57
Gu (2009) China 315 5,4 94,6 315 8,4 91,6
Merza (2009) Iran 60 2,5 97,5 60 3,3 96,7
Park (2009) Sudkorea 89 2,2 97,8 89 7,9 92,1
Singhal (2009) Indien - - - 60 125 | 87,5
Du (2010) China 218 44 | 956 218 11 89
Amerikanische
Studien
Grove(1997) USA - - - 145 23,1 | 76,9
Camarena (2000) Mexiko 55 4,5 95,5 55 0,9 99,1
Sanchez (2009) Kanada 89 6,1 93,9 94 154 | 84,6
Afrikanische
Studie
Corbett(2002) Stdafrika 120 3,8 96,2 120 24,2 | 75,8
Australische
Studie
Ferguson (2008) Neuseeland 415 6,0 94 415 17,2 | 82,8
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Zusammenfassend kann man anhand der in Tabelle 18 aufgefiihrten Studien erkennen,
dass die Allelfrequenz des seltenen A-Allels des (-238) Polymorphismus in der
vorliegenden Studie mit einem prozentualen Anteil von 4,2% sowohl innerhalb des
Bereiches der européischen Bevolkerung (Spannweite 3,6%-16,4%) als auch im
internationalen Vergleich innerhalb der Spannweite von 2,2%- 24% liegt.

Das A-Allel des (-308) Polymorphismus ist unabh&ngig wvon der ethnischen
Zugehorigkeit wesentlich haufiger vertreten als im (-238) Polymorphismus. Die
Allelfrequenz fiir den (-308) Polymorphismus von 177 Gesunden in unserer Studie liegt
mit einer durchschnittlichen Haufigkeit von 12,4% im Bereich europdischer, asiatischer

und amerikanischer Studien.

5.3 Die Bedeutung von TNFa in der Entwicklung von fibrosierenden
Erkrankungen der Lunge und der Pleura

An der Pathogenese der fibrosierenden Erkrankungen sind Entzindungsreaktionen
beteiligt. Im Entziindungsprozess der Lunge spielt TNFa als proinflammatorisches
Zytokin eine entscheidende Rolle. Zytokine sind l6sliche Peptide und Proteine, die im
Organismus Uberwiegend von Immunzellen synthetisiert und sezerniert werden
(Uceyler et al., 2008c). Triggersubstanzen wie Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien, Bakterientoxine wie das Shigatoxin oder Asbestfasern aktivieren
proinflammatorische Zellen wie Makrophagen, Fibroblasten, Astrozyten, Keratinocyten
oder glatte Muskelzellen. Uber intrazellulare Signalwege kommt es zu einer erhohten
Genexpression des zunachst membrangebundenen TNFa- Molekils ( Szlosarek et al.,
2006a). Das TNFa- Converting Enzyme (TACE) aktiviert das 26kDA grofle TNFa
Molekiil, das nun als loslicher Ligand an TNFa Rezeptoren binden kann (Ubersicht:
siehe Elahi et al., 2009). Die meisten Zellen besitzen zwei Rezeptoren fiir das TNFa,
den TNFR1 (p55) und TNFR2 (p75). Wahrend der TNFR1 an allen Korperzellen
exprimiert wird, befindet sich der TNFR2 nur an Endothelzellen und Immunzellen.
Diese konnen auch als l6sliche Rezeptoren im Blut zirkulieren (Driscoll et al., 2000).
Bindet das TNFa an den zellgebundenen Rezeptor werden unterschiedliche
Signalkaskaden innerhalb der Zelle in Gang gesetzt, welche die Genexpression
verschiedener Proteine zur Folge haben, die einerseits den Zelluntergang foérdern aber
gleichzeitig fur das Uberleben der Zelle wichtige Signalwege aktivieren. In der

Akutphase der Entziindung fihrt die Expression von Adhdsionsmolekilen in
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endothelialen Zellen zu einer erhdhten GefaRBpermeablitat und ermdglicht so vor allem
den neutrophilen Granulozyten und den Makrophagen den Zugang in das entziindete
Areal. Zudem wird die Produktion verschiedener Entziindungsmediatoren, wie
beispielsweise IL-1, IL-6, PDGF und TGFoa angeregt (Driscoll et al., 2000). Die
Induktion von IL-1 und IL-6 flhrt zu einer erhdhten Korpertemperatur, Mudigkeit und
der vermehrten Ausschiittung von Glukokortikoiden, die wiederum Teil der
Immunanwort sind (fir Review siehe Elahi et al., 2009).

Im Entziindungsgeschehen hat TNFa eine duale Funktion, zum einen wirkt es vor allem
in der Akutphase proinflammatorisch und in der Spatphase der Entziindung zum
anderen immunmodulatorisch ( Ubersicht: siehe Elahi et al., 2009),

Der Lungenfibrose liegt eine chronische Entziindung des Lungengewebes zu Grunde.
Eine lber ldngere Zeit erhohte TNFo Proteinkonzentration hélt das
Entziindungsgeschehen aufrecht und flihrt zu einem fibrosierenden Umbau des
Lungengewebes. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit der Beobachtung
uberein, dass das TNFa mit der Entstehung von fibrosierenden Erkrankungen assoziiert
ist. Wir konnten zeigen, dass Patienten mit einer A-Allel Mutation des (-308)
Polymorphismus des TNF a- Gens ein signifikant erhéhtes Risiko haben an einer
Lungenfibrose (ORon = 1,472; 95%-KI: 0,99-2,17; p=0,05) und insbesondere an einer
Lungenasbestose zu erkranken (ORn = 1,57; 95%-KI: 1,05-2,36; p=0,03). Fir die
Silikose konnten wir ebenfalls eine Risikoerhéhung nachweisen (ORon = 1,28; 95%-KI:
0,78-2,08; p=0,33). Bei Tréagern des seltenen A-Allels des (-238) Polymorphismus des
TNF a- Gens ist ebenfalls eine tendenzielle Risikoerhdhung sowohl fir Lungenfibrosen
(ORyon = 1,22; 95%-KI: 0.67-2.20; p=0.51) als auch fir Silikosen (ORn = 1,35; 95%-
Kl: 0.66-2.78; p=0.42) nachweisbar.

5.4 Die Bedeutung von TNFa in der Entwicklung von malignen
Erkrankungen der Lunge und der Pleura

54.1 Die Rolle des TNFa Proteins als Tumorinhibitor
Im Prozess der Entstehung und Aufrechterhaltung maligner Erkrankungen wird die

Rolle des TNFa kontrovers diskutiert. Die Tumorbildung ist ein multifaktorielles
Geschehen, wobei die Rolle des TNFa gegensitzliche Effekte zeigt. Eins der wichtigen
Merkmale fiir TNFa ist der Antitumor-Effekt. In der vorliegenden Studie konnte ein
protektiver Effekt des A-Allels beider Polymorphismen des TNFa- Gens fir maligne

Erkrankungen der Lunge und Pleura nachgewiesen werden. Das asbestinduzierte
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Bronchialkarzinom war bei Tragern des A-Allels des (-308) Polymorphismus des TNF
a- Gens mit einer Risikominderung von ORon = 0,39; 95%-KI: 0,14-1,04; p=0,06 und
bei Tragern des A-Allels des (-238) Polymorphismus des TNF a- Gens mit einer
Risikominderung von OR;n = 0,47; 95%-KI: 0,10-2,13; p=0,33 assoziiert.Die
Entstehung eines malignen Prozesses ist jedoch von einer Vielzahl unterschiedlicher
Faktoren abhéngig. Daher kann das A-Allel der TNFa- Genpolymophismen (-308) und
(-238) als Marker fir den protektiven Effekt und nicht als alleiniger Risikofaktor
gewertet werden. In der Studie von Carswell et al. (Carswell et al., 1975) konnte eine
erhéhte TNF-o Proteinkonzentration im Serum von Mé&usen nachgewiesen werden, die
vorher mit Calmette-Guerin-Bakterien infiziert wurden. Das TNFo Protein wurde
anschlieBend Fibrosarkom erkrankten Madusen verabreicht, was eine hamorrhagische
Tumornekrose zur Folge hatte. Dieser urspriinglich angenommenen Hauptfunktion hat
TNFa seinen Namen zu verdanken. Nach der Studie Havell et al. (Havell et al., 1988)
induziert TNFo die hamorrhagische Tumornekrose, indem es die Endothelzellapoptose
der den Tumor versorgenden Blutgefalie unterstiitzt und so zu einer Tumorischamie
fuhrte. Der Anti-Tumoreffekt von TNFa bendtigt jedoch pharmakologisch hohe Dosen,
welche mit einer schweren Zytotoxizitat einhergehen (Havell et al., 1988).

Hinsichtlich der Tumorvaskularisation bestehen somit, abhingig von der TNFa-
Konzentration, unterschiedliche Effekte:

1. chronisch niedrige TNFa-Konzentrationen beginstigen die Tumorangiogenese und
fuhren zu einem Tumorwachstum

2. akut hoch dosierte Konzentrationen triggern die Thrombosierung der den Tumor
versorgenden Blutgefalle (Weichselbaum et al., 2002 und Leibovich et al., 1987) und

flhren somit zu einer Tumorischamie.

54.2 Die Rolle des TNFa Proteins als Tumorpromoter
Chronisch entziindetes Gewebe ist die Vorstufe vieler Tumorarten. Szlosarek et al.

bezeichnen die Entziindung als einen wichtigen Tumorinitiator und- promotor
(Szlosarek et al, 2006). In diesem frihen Prozess nimmt TNFo als
proinflammatorisches Zytokin eine Schlisselrolle ein. So konnten Untersuchungen
zeigen, dass bosartige Ovarialzellen das Zytokin M-CSF (Makrophage colony
stimulating factor) produzieren und auf diesem Weg die endogene TNF-o Protein-
Konzentration erhéhen (Wu et al., 1993). Dies wiederum fiihrt zu einer Stimulation des

Tumorzellwachstums. Diverse Studien iiber TNFo Gen- bzw. Proteinexpression in
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praneoplastischen L&sionen wie beispielsweise die Barrett- Metaplasie der Speiserdhre (
Szlosarek et al., 2006) zeigen ebenfalls eine deutlich erhbhte TNFa- Konzentration im
entztndeten Areal. Auch die mit Helicobacter- Pylori infizierte Magenschleimhaut zeigt
eine erhdhte TNFa Proteinproduktion, welche den Entziindungsprozess fordert und
damit die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartung erhéht (Noach et al., 1994). Die
zytokingesteuerte Interaktion zwischen Entziindungszellen und Tumorzellen im
Mikroumfeld des Tumorgewebes fordert das Tumorwachstum, dessen Invasivitat und
Metastasierungsprozess (Szlosarek et al., 2006). Scott und et al. (Scott et al., 2003)
haben in ihrer praklinischen Studie mit Mausen, bei denen sie das TNFa- Gen
ausgeschaltet haben, die Rolle des TNFa als frithen Tumorpromoter bestitigen konnen.
Nach Behandlung mit Papillom-induzierenden Agenzien zeigten TNFo -knockout
Mause eine signifikant hohere Resistenz gegeniiber Hauttumoren im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Somit konnte nachgewiesen werden, dass TNFa im frithen Stadium der
Tumorentwicklung als Tumorpromoter eine bedeutende Rolle besitzt. Die Studie von
Yang und Et al.n ( Yang et al., 2006) erklart den TNF-o vermittelten Weg zur
asbestinduzierten malignen Entartung von humanen Mesothelzellen in Zellkulturen
mithilfe der NFxB-Aktivierung. Dabei wurde neben der zytotoxischen Wirkung von
Krokydolith auf humane Mesothelzellen der antizyzotoxische Effekt von TNF-a durch
Aktivierung des NFxB-Weges nachgewiesen. Mit TNFa vorbehandelte humane
Mesothelzellen wurden Krokydolithfasern ausgesetzt, dabei zeigte sich eine deutlich
erhéhte Resistenz gegenuber Asbestfasern. Somit konnte gezeigt werden, dass durch
TNF-o die zytotoxische Wirkung von Asbestfasern herabgesetzt wird. Die erhdhte
karzinogene Wirkung von Asbestfasern wird damit erkléart, dass asbestgeschadigte
Mesothelzellen durch den erhéhten TNFa Spiegel widerstandsfahiger bleiben und eine
verlangerte Uberlebensdauer zeigen, auBerdem fordert die durch TNFa induzierte
NF«kB- Aktivierung die Zellproliferation und verhindert die Zellapoptose, sodass das

Risiko flir eine maligne Transformation insgesamt erhéht wird (Yang et al, 2006).
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Nach Hanahan und Weinberg (Hanahan et al., 2000) gibt es neben der genetischen
Mutation sechs weitere Kennzeichen, die der mutierten Tumorzelle einen
Uberlebensvorteil bieten:

e Synthese autokriner Wachstumssignale,

die Unempfindlichkeit gegentiber wachstumsinhibierender Faktoren,

die Fahigkeit zur Angiogenese,

Mechanismen zur Umgehung der Apoptose,

die Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung,
e sowie das unbegrenzte Replikationspotenzial

Zytokine wie das TNFa besitzen ein enormes Repertoire an Aktivitdten, womit sie die
Zell-Zellkommunikation auf lokaler Ebene ermdglichen. Das von malignen Zellen
sezernierte TNFa triggert die Produktion von Mediatoren, Zytokinen und anderen
Stoffen wie die Nitric Oxide Synthase (NOS) oder Reactive Oxygen Intermediates
(ROIs), wie sie in Abbildung 7 dargestellt sind und fuhrt zu den sechs genannten
Charakteristika maligner Prozesse.

Chronische Entziindung

Unempfindlichkeit gegeniber
wachstumsinhibierender Faktoren

‘ Psa/Rb

Unbegrenztes
Replikationspotenzial

Synthese autokriner
Wachstumssignale

ROIs aktivieren die

Cytokine Telomerase

NOS, COXs, MMPs,

ytokine NFkB, Cytokine

MMPs
COX, Cytokine,

. . . Selektine
Fahigkeit zur Angiogenese

Mechanismen zur Umgehung

Fahigkeit zur Invasion und derApoRLoET,

Metastasierung

Abb. 7:  Zusammenspiel zwischen TNFa und den sechs Kennzeichen der Malignitat (modifiziert
nach Szlosarek et al., 2006)
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5.5 Assoziation der Polymorphismen (-238) und (-308) des TNFa-
Gens mit fibrosierenden Erkrankungen

In verschiedenen Studien ist nachgewiesen worden, dass TNFa- Polymorphismen
uberdurchschnittlich hdufig mit Autoimmun- bzw. Infektionskrankheiten assoziiert sind
wie beispielsweise der Malaria, der Leishmaniose, der Zobliakie, chronische
Bronchitiden, der Psoriasis, des systemischen Lupus erythomatodes und auch der Coal
Workers” Pneumokoniosen (McGuire et al., 1994, Cabrera et al., 1995, McManus et al.,
1996, Huang et al., 1997, Arias et al., 1997, Ates et al., 2008 und Sullivan et al., 1997).
Beim Menschen liegt das TNFa- Gen auf Chromosom 6 zwischen dem HLAB (Human
Leukocyte Antigen-B) - und dem DR-Gen inmitten der Klasse Il Region des Major
Histocompatibility Complex (MHC) Molekils (Wilson et al., 1997). Diese Lokalisation
lasst Wilson und Et al. ( Wilson et al., 1997) vermuten, dass Polymorphismen des
TNFa- Gens MHC-assoziierte Autoimmunerkrankungen oder Infektionskrankheiten
beeinflussen kdnnen. Entsprechende Ergebnisse sind aus der vorliegenden Studie zu
eruieren: Fur fibrosierende Lungenerkrankungen, insbesondere fiir die Lungenasbestose
konnten wir bei Trégern des A-Allels des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens eine
signifikante Risikoerhohung nachweisen (ORp= 1,57; 95%-KI: 1,05-2,36; p=0,03).
Das A-Allel des Polymorphismus (-238) ist mit einem erhdhten Risiko flr fibrosierende
Lungenerkrankungen assoziiert (ORoh= 1,22; 95%-KI: 0,67-2,20 und ORqgjustier= 1.77;
95%-KI: 0,67-4,98), fur Lungenasbestosen (ORpp= 1,18; 95%-KI: 0,63-2,21 und
ORugjustiert= 2,12; 95%-KI: 0,64-6,96) und fir Silikosen (ORn= 1,35; 95%-KI: 0,66-
2,78 und ORggjustierr= 1,95; 95%-KI: 0,46-8,23). Somit stellen nach unseren Ergebnissen
die Punktmutation an der Stelle (-238) und (-308) des TNFa Promotergens einen
Risikofaktor fir das Auftreten von fibrosierenden Lungenerkrankungen dar. Wilson et
al (Wilson et al.,, 1997) zeigten in ihrer Studie, dass das A-Allel des (-308)
Polymorphismus des TNFa- Gens mit einer erhdhten Transkriptionsaktivitdt und somit
einer erhdhten TNFa Proteinproduktion verbunden ist. Auch in anderen Studien wurde
nachgewiesen, dass das seltene A-Allel des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens
mit einer erhohten TNFa Proteinproduktion assoziiert ist und mit einem erhdhten Risiko
fir die schwere Sepsis, Asbestose und andere Erkrankungen einhergeht ( Ubersicht:

siehe Elahi et al., 2009). Die erhohte TNFa Protein-Konzentration im chronisch

58


http://de.wikipedia.org/wiki/Human_Leukocyte_Antigen
http://de.wikipedia.org/wiki/Human_Leukocyte_Antigen
http://de.wikipedia.org/wiki/Human_Leukocyte_Antigen

Diskussion

entziindeten Gewebe trdgt zur Entstehung von fibrosierenden Prozessen im
Lungengewebe bei (Lawson et al., 2006). In einer Studie unserer Arbeitsgruppe wurde
der Einfluss des TNFa- Genpolymorphismus (-308) auf die TNFa- mRNA-
Genexpression in menschlichen Leukozyten untersucht (Helmig et al., 2010). Im
untersuchten Kollektiv war eine signifikant erhohte TNFo mRNA-Genexpression bei
Tragern des homozygoten Wildtyps G/G verglichen mit dem heterozygoten Genotyp
G/A oder dem homozygoten Genotyp A/A nachzuweisen. Somit konnte gezeigt werden,
dass das G-Allel des Polymorphismus (-308) im Vergleich zu dem seltenen A-Allel des
Polymorphismus (-308) mit einer signifikant erhohten TNFo Genexpression assoziiert
ist. Vermutlich lasst sich die Diskrepanz zwischen der ermittelten mMRNA-
Expressionsrate und der HOhe des Proteinspiegels auf die unterschiedliche Sensitivitat
der Methoden zur Quantifizierung von Proteinspiegel bzw. mRNA- Expression
zuruckfihren (O'Dwyer et al., 2008) und macht die Studien untereinander schwer
vergleichbar. Die unterschiedlichen Ergebnisse spiegeln auBerdem die komplexe Rolle
des TNFa- Proteins im gesamten Entziindungsgeschehen wider. Wiahrend TNFa in der
initialen Entziindungsphase eine starke proinflammatorische Potenz besitzt, wirkt es in
der spaten Entziindungsphase eher anti-inflammatorisch, um eine unkontrollierte
Immunantwort zu verhindern und so vor einer schweren Entzlindungsreaktion zu
schutzen (fir Review siehe Elahi et al., 2009).

Bei Patienten mit  Asbeststaublungenerkrankungen und  asbestverursachten
Erkrankungen  der  Pleura  flhrten  wir gemal  der Internationalen
Staublungenklassifikation (ILO 1980/2000 BRD) eine Einteilung in die verschiedenen
Schweregrade durch. Die Kkleinen, unregelméRigen Lungenschattierungen der
Lungenasbestose werden radiologisch nach der ILO- Klassikfikation in Gréfe und
Anzahl kodiert. Bei den Pleuraasbestosen unterscheidet man zwischen diffusen
Verdickungen der seitlichen Brustwand und réntgenologisch hyalinen Plaques, die im
Verlauf verkalken konnen. Bei Befall der viszeralen Pleura (dem Lungengeweben
aufliegendes Lungenfell) ist meist das darunter liegende Lungenparenchym mit
betroffen. Die viszerale Pleuraasbestose kann zu ein- oder beidseitigen Pleuraergiissen
fuhren. Kommt es zu einer Verschwartung beider Pleurablatter mit Adhérenz des costo-
phrenischen Winkels, entsteht das Bild einer Hyalinosis complicata (Schneider et al.,
1998). In unserer Studie haben wir fir die Gesamtheit der Asbestosen, insbesondere fiir
die hyaline Form der Pleuraasbestosen eine Assoziation mit dem A-Allel des

Polymorphismus (-238) feststellen kdnnen. Ein erhdhtes aber nicht signifikantes Risiko
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wurde flr die fortgeschrittenen Lungenasbestosen nach ILO 2/3, 3/3 oder 3/+ mit
OR=1,35; 95% KI=0,16-11,53, p=0,78 gefunden. Weiterhin konnte ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko fir die hyaline Form der Pleuraasbestosen mit dem A-Allel des
Polymorphismus (-238) (ORon= 1,35; 95%-KI: 0,46-3,93; p=0,58) und ORugjustier=
1,83; 95%-KI: 0,39-8,62; p=0,45) nachgewiesen werden. Unsere Assoziationsstudie ist
bislang die einzige, welche den Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens in
Zusammenhang mit den unterschiedlichen Auspragungsgraden der Lungen- und
Pleuraasbestosen untersucht hat. Wir haben weiterhin das fibrogene Potential bei 162
Silikosepatienten auf das Erkrankungsrisiko in Abh&ngigkeit mit dem A-Allel des
Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens Uberprift und konnten nachweisen, dass das
A-Allel des Polymorphismus (-238) mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko an einer
Quarzstaublungenerkrankung einhergeht (ORn= 1,35; 95%-Kl= 0,66-2,78 und
ORugjustiert= 1,95; 95%-KI: 0,46-8,23). Auch bei Trégern des seltenen A-Allels des
Polymorphismus (-308) konnten wir eine Risikoerhdhung fur eine Silikose feststellen
(OR=1,28; 95%KI=0,78-2,08, p=0,33). Yucesoy und et al. (Yucesoy et al., 2001a)
haben in ihrer im Jahr 2001 verdffentlichten Fall-Kontroll-Studie &hnliche Ergebnisse
zu verzeichnen. Sie haben 164 gesunde amerikanische Probanden mit 325 an Silikose
erkrankten Probanden verglichen. VVon diesen litten 140 Patienten an einer moderaten
Form und 185 Patienten an einer schweren Form der Silikose. Yucesoy et al. (2001)
stellten bei Tragern des A-Allels des Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens ein
signifikant erhohtes Risiko fur die schwerwiegende Form der Silikose (OR= 4,00;
95%KIl= 2,5-6,4; p< 0,05) fest. Bei der moderaten Form der Silikose war diese
Genotypvariante allerdings mit einem signifikant reduzierten Risiko assoziiert
(ORugjustierr= 0,52;95% Kl= 0,3-0,9, p<0,05). Nach Ansicht von Yucesoy und et al. (
Yucesoy et al.,, 2001) fuhrt das Vorhandensein des A-Allels zu einer rascheren und
schwerwiegenderen  Krankheitsentwicklung.  Weiterhin ~ haben die  Autoren
nachgewiesen, dass nach Adjustierung der Expositionsdauer Tréger des A-Allels des
Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens ein erhdhtes Risiko haben sowohl an der
moderaten Form (ORagjustiet=3,59;95%K1=2,0-6,4, p<0,05) als auch an der schweren
Form (ORuagjustien=1,61; 95%KI1=0,9-2,8, p<0,05) der Silikose zu erkranken (Yucesoy et
al., 2001). In unserer Studie wurden die Schweregrade der Silikose nicht differenziert;
fir die Gesamtheit der Silikosepatienten konnten wir in Ubereinstimmung mit der
Studie von Yucesoy et al. (2001) ebenfalls eine Risikoerhéhung fir beide

Polymorphismen nachweisen. Untersuchungen von Ates et al. (Ates et al., 2008)
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verdeutlichen den engen Zusammenhang zwischen den Polymorphismen (-238) und (-
308) des TNFa- Gens und der Entwicklung von ,,Coal Worker’s Pneumokoniosis* bzw.
Silikosen. Die ,Coal Workers Pneumokoniosis“ ist eine fibrosierende
Lungenerkrankung, die unter den Kohle-Grubenarbeitern beobachtet wird. Ates et al.
konnten zeigen, dass bei turkischen Kohle-Grubenarbeitern das A-Allel des
Polymorphismus (-238) mit einem signifikant erhdhten Risiko flr die Entstehung und
Entwicklung von Pneumokoniosen einherging (OR= 3,47; 95%KI= 1,12-10,77,
p<0,05), das A-Allel des Polymorphismus (-308) hingegen nur mit dem Schweregrad
der Erkrankung assoziiert war. In der 2002 verdffentlichten Fall-Kontrollstudie von
Corbett und et al. (Corbett et al., 2002) wurden 121 gesunden Probanden und 120 an
Silikose erkrankte Kohle-Grubenarbeiter gegenubergestellt und auf
Suszeptibilitdtsunterschiede hin untersucht. Die Probanden waren schwarzafrikanischer
Herkunft. Die Silikose wurde unterteilt in eine schwer und eine moderate Form. Es
konnte eine signifikante Risikoerhdhung bei Tragern des A-Allel des Polymorphismus
(-238) fur die schwere Form der Silikose gefunden werden. In unserer Studie konnte flr
die Silikose ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur das A-Allel des Polymorphismus (-238)
nachgewiesen werden ( ORon = 1,35; 95%-KI: 0,66-2,78 und ORugjustiert = 1,95; 95%-
Kl: 0,46-8,23). Eine Studie von Wang et al. (Wang et al., 2005) konnte bei japanischen
Bergleuten jedoch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem A-Allel des
Polymorphismus (-238) und der Silikose erkennen lassen. Die A- Allelfrequenz des
Polymorphismus (-308) unter den Pneumokoniosefallen war im japanischen Kollektiv
von Wang et al. (Wang et al, 2005) signifikant erhéht. Unter den 126
Pneumonkoniosepatienten lag die A-Allelfrequenz bei 6,35%, im gesunden
Kontrollkollektiv hingegen bei 2,05%, p< 0,001. Im Artikel von Wang et al. finden sich
allerdings keine Angaben zu OR und KI, da nur die Genotypen und die Allelfrequenz
angegeben wurden. Die Risikoerhéhung wird durch unsere Ergebnisse bestétigt,
wonach Trager des A-Allels des Polymorphismus (-308) ein nicht signifikant erhéhtes
Risiko fiir Silikose haben (ORon =1,28; 95%-KI: 0,78-2,08 und ORggjustiert = 1,23; 95%-
Kl: 0,53-2,88).

Eine erhdhte Suszeptibilitat fur die Chagaskrankheit, einer Infektionserkrankung mit
dem Parasiten Trypanosoma Cruzi, konnten Pissetti und Mitarbeiter (Pissetti et al.,
2011) bei Tragern des A-Allels des Polymorphismus (-238) nachweisen. Nach Infektion
mit Trypanosoma Cruzi konnte bei Trégern der Genotypvariante TNFa (A-238-A) oder
(G-238-A) ein deutlich erhdhter TNFa- Spiegel nachwiesen werden im Vergleich zu der
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Genotypvariante TNFa (G-238-G) (Pissetti et al., 2011). In der Assoziationsstudie von
Whyte et al. (Whyte et al., 2000) wurde bei englischen und italienischen Probanden mit
einer fibrosierenden Alveolitis eine TNFa (-308) Genotypisierung durchgefuhrt und das
Erkrankungsrisiko ermittelt. Trager des A-Allels des Polymorphismus (-308) hatten
demnach ein erhohtes Risiko an einer fibrosierenden Alveolitis zu erkranken. Fur die
englischen Patienten ergab die Risikoabschatzung einen Wert von OR=1,85; 95%-
KI=0,94-3,63, p=0,075, fur die italienischen Patienten ergab die Risikoabschatzung
einen Wert von OR=2,50; 95%KI=1,14-5,47, p=0,022. Fir die Genotypverteilung
zeigten sich keine demographischen Differenzen. Das A-Allel des Polymorphismus (-
308) war nach den Untersuchungen von Riha et al. (Riha et al., 2004) bei australischen
Patienten mit einer idiopathischen Lungenfibrose (IPF) uberdurchschnittlich hdufig
vorhanden. Fir den heterozygoten Genotyp (-308) G/A konnte ein signifikant erhéhtes
Erkrankungsrisiko fur die IPF nachgewiesen werden (OR=2,9; 95%KIl=1,2-7,2,
p=0,02), fur den homozygoten Genotyp (-308) A/A lag die Risikoabschatzung bei
OR=13,9; 95%KI=1,2-160, p=0,04. Somit konnte die Studie von Riha et al. ( Riha et
al., 2004) fur die IPF eine signifikante Risikoerhéhung in Zusammenhang mit dem A-

Allel des Polymorphismus (-308) nachweisen.

5.6 Assoziation der Polymorphismen (-238) und (-308) des TNFa-
Gens mit malignen Erkrankungen

Die komplexe Rolle des TNFo in malignen Prozessen spiegelt sich in den
unterschiedlichen Ergebnissen der analysierten Studien wider, die den Einfluss der
TNFa Genpolymorphismen (-238) und (-308) auf maligne Erkrankungen verschiedener
Organe untersucht haben. Diese lieferten zum Teil widersprichliche Ergebnisse. In
unserer Studie wurde das Bronchialkarzinom unterteilt in die Gruppe der durch
Asbestfaserstaub  verursachten  Bronchialkarzinome und die Gruppe der
Bronchialkarzinome anderer Genese, bei denen die Ursache flr die Entstehung vor
allem das Zigarettenrauchen waren. Wir konnten zeigen, dass Trager des A- Allels des
Polymorphismus (-308) ein erniedrigtes Risiko haben, an einem asbestinduziertem
Bronchialkarzinom zu erkranken (ORon= 0,39; 95%-KI: 0,14-1,04).

Das Risiko fur Tréger des A-Allels des Polymorphismus (-238) an einem
Bronchialkarzinom zu erkranken fuihrte zu einem vergleichbaren Ergebnis: Das A-Allel
des Polymorphismus (-238) geht mit einem erniedrigten Risiko sowohl flr das
asbestinduzierte (ORn=0,47; 95%-KI: 0,10-2,13 und ORagjustien=0,72; 95%-KI: 0,09-
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5,56) als fir das Bronchialkarzinom anderer Genese (ORagjustiert=0,75; 95%-KI: 0,26-
2,18) einher. In einer stidkoreanischen Studie (Jang et al., 2001) wurde fir das seltene
A-Allel des Polymorphismus (-238) ebenfalls ein protektiver Effekt hinsichtlich der
Suszeptibilitdt von Tumorerkrankungen wie das Magenkarzinom, Zervixkarzinom,
Kolorektales Karzinom und Nierenzellkarzinom nachgewiesen. Die Autoren konnten
zeigten, dass das A-Allels des Polymorphismus (-238) bei Tumoren seltener vertreten
war als in der gesunden Kontrollgruppe und das Risiko mit einer OR=0,25; 95%-KI:
0,10-0,64) signifikant reduziert war. Die Funktion des A-Allels des Polymorphismus (-
238) in Bezug auf maligne Erkrankungen ist allerdings noch nicht einheitlich geklart. Es
wird jedoch vermutet, dass diese Genotypvariante die Genexpression des TNFa
herunterreguliert. Wie Kaluza et al. (2000) berichten, ist das A-Allels des
Polymorphismus (-238) mit einer verminderten Transkriptionrate des TNFa- Gens und
einer erniedrigten Proteinkonzentration assoziiert. Dies kdnnte als Erklarung fiir den
protektiven Effekt dienen. Shih et al. (Shih et al, 2006) untersuchten 202
Bronchialkarzinompatienten und 205 gesunde Patienten chinesischer Herkunft. In
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen (ORagjustiet=0,71; 95%-KI: 0,09-5,56)
konnten sie ebenfalls ein reduziertes Risiko (OR=0,26; 95%-KI=0,13-0,5, p<0,0001) flr
das Bronchialkarzinom bei Trégern des A-Allels des Polymorphismus (-238) feststellen.
Die Fall-Kontrolistudie von Liu et al. (Liu et al., 2005) untersuchte an 192 Patienten mit
einem oralen Plattenepithelkarzinom und 146 gesunden Probanden die Suszeptibilitat in
Abhangigkeit mit dem A-Allel des Polymorphismus (-238). Hierbei stellten auch sie
eine protektive Wirkung dieser Genotypvariante in Hinblick auf das Erkrankungsrisiko
eines Plattenepithelkarzinoms des Mundes fest (OR=0,26; 95%-KI=0,08-0,8, p=0,02).
Bei der Gegenuberstellung von nicht asbestinduzierten Lungenfibrose und
Bronchialkarzinomen anderer Genese haben wir bei Tragern des A-Allels des
Polymorphismus (-238) ebenso eine Risikoreduktion fiir das Bronchialkarzinom
ermittelt (OR=2,520; 95%-KI=0,589-10,782, p=0,213). Aus unseren Ergebnissen geht
demnach hervor, dass das A-Allel des Polymorphismus (-238) eine protektive Wirkung
auf maligne Lungenerkrankungen aufweist. Wird die Risikoabschatzung zwischen
gesunden Probanden und Patienten mit Lungenkrebserkrankungen verglichen, so zeigen
unsere Ergebnisse, dass hier ebenfalls eine tendenziell protektive Wirkung des A-Allels
des Polymorphismus (-238) auf das asbestinduzierte Bronchialkarzinom (OR,=0,47;
95%-KIl:  0,10-2,13 und  ORagjustier=0,72;  95%-KI:  0,09-556) und das

Bronchialkarzinom anderer Genese (ORuagjustie=0,75; 95%-KI: 0,26-2,18) zu erkennen
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ist. Der ,schutzende Effekt des Polymorphismus (-238) gegeniiber malignen
Erkrankungen geht einher mit der Erkenntnis, dass bei Tragern des A-Allels des
Polymorphismus (-238) eine relativ niedrige TNFa Protein-Konzentration
nachzuweisen ist (Kaluza et al., 2000). Die Tabelle 20 zeigt eine Ubersicht von
Risikoabschatzungen fiir den Polymorphismus (-238) im internationalen Vergleich in

Zusammenhang mit malignen und fibrosierenden Erkrankungen.

In Anbetracht der komplexen Rolle von TNFa sowohl bezuglich maligner
Erkrankungen als auch hinsichtlich ethnischer Zugehorigkeit finden sich in der
Fachliteratur differente Angaben zwischen dem A-Allel des Polymorphismus (-308)
und der Entstehung von malignen Tumorerkrankungen. In der vorliegenden Studie
konnten wir fur das A-Allel des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens eine
Risikominderung in Bezug auf asbestinduzierte Bronchialkarzinom nachweisen (ORoh=
0,39; 95%-KI: 0,14-1,04). Eine positive Korrelation zwischen dem Polymorphismus (-
308) des TNFa- Gens und der Entwicklung von Non Hodgkin Lymphomen, dem
Endometriumkarzinom der Gebdrmutter und des Prostatakarzinoms konnten die
Assoziationstudien von Skibola et al. (Skibola et al., 2010), Sasaki et al. (Sasaki et al.,
2000) und Oh et al. (Oh et al., 2000) nachweisen. Gegenlaufige Effekte zeigten der
TNFa Polymorphismus (-308) und (-238) in Bezug auf nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome in der Studie von Shih et al. (Shih et al., 2006) mit 202
taiwanesischen Patienten. Das A-Allel des Polymorphismus (-308) war hierbei mit
einem erhdhten Erkrankungsrisiko assoziiert (OR=3,75; 95%KI1=2,38-5,92, p<0,0001),
wohingegen das A-Allel des Polymorphismus (-238) einen protektiven Effekt auf die
Entwicklung von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen hatte
(OR=0,26;95%KI1=0,13-0,5, p<0,0001). Liu et al. (Liu et al., 2005) haben in ihren
Untersuchungen mit an einem oralem Plattenepithelkarzinom erkrankten Patienten
festgestellt, dass bei diesen die Frequenz des G-Allels im Polymorphismus (-308) héher
lag als in der gesunden Kontrollgruppe (91,2% vs. 82,2%, p=0,02). Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass das seltene A-Allel des Polymorphismus (-308) eine
protektive Wirkung auf die untersuchte Erkrankung hat. In der Studie von Guo et al.
(Guo et al., 2005) wurde bei 555 Patienten und 437 gesunden Probanden aus Nord-
China das Erkrankungsrisiko von 0Osophagealem Plattenepithelkarzinomen und
Adenokarzinomem im Bereich der Kardia in Zusammenhang mit den TNFa und TNFR

Genpolymorphismen  untersucht. Dabei ergab die  Kombination  beider
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Genpolymorphismen ein signifikantes Ergebnis bezuglich der Suszeptibiltitat dieser
beiden histologischen Tumortypen. Die Frequenz des A-Allels im Polymorphismus (-
308) des TNFo- Gens war unter den Patienten seltener als in der gesunden
Kontrollgruppe. Die Trager der Genotypen TNFa (-308) G/A und A/A hatten ein
reduziertes Risiko an dsophagealem Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomem
im Bereich der Kardia zu erkranken. Diese kontroversen Erkenntnisse verdeutlichen die
komplexe Rolle des TNFa in der Entwicklung von Tumoren. Dies kann einerseits mit
der Tumorart andererseits mit dem unterschiedlichen Differenzierungsgrad des Tumors
zusammenhdangen, aber auch die ethnischen Zugehdrigkeiten konnte diese Diskrepanz
erklaren.

Die Tabellen 19 und 20 zeigen eine Ubersicht von Risikoabschitzungen internationaler
fur den Polymorphismen (-308) und (-238) in Zusammenhang mit malignen und

fibrosierenden Erkrankungen.
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Tab. 19: Assoziationsstudien fur den Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens im internationalen Vergleich

Autor, Jahr

Ethnische Herkunft

Studienpopulation

Erkrankung

Ergebnis der OR-Analyse fiir PM
(-308)

Européische Studien

N=96 Patienten n=309

Milicic (2000) Deutschland Gesunde Spondylitis ankylans OR=0,4; 95%KI=0,2-0,9; p=0,03
I N=306 Patienten f ; PR
Milicic (2000) England n=204 Gesunde Spondylitis ankylans Keine Assoziation p=0,05
N=88 Patienten S s _ . OE0 . S
Whyte (2000) England N=88 Gesunde Fibrosierende Alveolitis OR=1,85; 95% KI:0,94-3,63; p=0,075
Whyte (2000) Italien Nz%figgme“ Fibrosierende Alveolitis OR=2,50; 95% KI:1,14-5,47: p=0,022
Asiatische Studien
. . N=202 Patienten . . OR=3,75, 95% KI: 2,38-5,92;
Shih (2006) Taiwan N=205 GEsunde Bronchialkarzinom b < 0.0001
N=126 ménnl.
Wang (2005) Japan Patienten Coal Workers” Pneumokoniose Signifikant erhohtes Risiko s(p<0,01)
N=122 Gesunde
o N=60 Patienten . S
Mahdaviani (2008) Iran N=140 Gesunde Asthma Erhéhtes Risiko p=0,001
. N=67 Patienten . . OR=2,84: 95%
Ates (2008) Tirkei N=92 Gesunde Coal Workers” Pneumokoniose K1 1.08-7.39
Afrikanische Studien
. N=121 Patienten - . . S
Corbett (2000) Afrika N=120 Gesunde Silikose Tendenziell erhéhtes Risiko p=0,034
Aidoo (2001) Kenia N=1048 Malaria OR=7,3, 95% KI=2,85-18,9, P = 0,002
Amerikanische Studien
N=30 Patienten . ol ) o
Yee (2000) USA N=114 Kontrollgruppe Leberzirrhose OR = 2,3; 95% KI: 1,0-5,6; P = 0,0477
N=30HCV "Patienten
Yee (2000) USA mit Leberzirrhose Leberzirrhose( HCV)

N=114HCV Patienten

ohne Leberzirrhose

OR=3,2 95%KI:0,9-9,9 p=0,033
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Tab. 20: Assoziationsstudien fur den Polymorphismus (-238) des TNFa- Gens im internationalen Vergleich

Autor, Jahr

Ethnische Herkunft

Studienpopulation

Erkrankung

Ergebnis der OR-
Analyse fur PM
(-238)

Européische Studien

N=96 Patienten n=309

Milicic (2000) Deutschland Gesunde Spondylitis ankylans Keine Assoziation p=0,05
N=306 Patienten
Milicic (2000) England n=204 Gesunde Spondylitis ankylans Keine Assoziation p=0,05
Amerikanische Studien
N=30 Patienten . OR=3,8;95% KI: 1,2-12,3; P =
Yee (2000) USA N=114 Kontrollgruppe Leberzirrhose 0,0198
N=30HCV" Patienten
mit Leberzirrhose Leberzirrhose OR=5,1 95%Kl:1,1-16,1 p=0,035
Yee (2000) USA N=114HCV Patienten (Hepatitis C)
ohne Leberzirrhose
Asiatische Studien
Liu (2005) Taiwan N=192 Patienten Orales Squamosazell-Karzinom OR=0,26 95%KI: 0,08-0,8, p=0,02
N=146 Gesunde ' T ” '
. . N=202 Patienten . . OR=0,26, 95% K1 0,13—0,50; p <
Shih (2005) Taiwan N=205 Gesunde Bronchialkarzinom 0,0001
N=127 Patienten . . . .
Wang (2005) Japan N=121 Gesunde Coal Workers” Pneumokoniose Keine Assoziation zum PM -238
N N=67 Patienten . . OR=3,79
Ates (2008) Tirkei N=92 Gesunde Coal Workers” Pneumokoniose (95% KI: 1,37-10,46)
Afrikanische Studie
Corbett (2000) Afrika N=121 Patienten

Silikose

N=120 Gesunde

Erhohtes Risiko p=0,022
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6 Zusammenfassung

TNFa spielt als eines der bedeutendsten proinfammatorischen Zytokine eine
Schlusselrolle in der Pathogenese entzundlicher und maligner Erkankungen. Fur die
Promoterregion des TNFa- Gens sind die Einzelnukleotidpolymorphismen an der Stelle
(-238) und (-308) bisher am besten untersucht und korrelieren mit einer verénderten
TNFa Protein-Konzentration in vitro. Diese beiden Einzelnukleotidpolymorphismen
wurden hier im Rahmen einer Assoziationsstudie untersucht. Die Bestimmung der
Genotypen erfolgte mit Hilfe der qualitativen PCR.

Das Patientenkollektiv bestand aus n=1019 Probanden, welches sich aus n=162
Silikosen (Nr. 4101 BKV), n=395 Asbestosen (Nr. 4103 BKV), n=33
asbestverursachten  Pleuramesotheliomen  (Nr. 4105 BKV) und n=374
Bronchialkarzinomen (davon n=48 Asbestinduzierte Bronchialkarzinome (Nr. 4104
BKV) zusammensetzte. Das Kontrollkollektiv bestand aus 177 gesunden Probanden.
Wir konnten zeigen, dass das A-Allel des Polymorphismus (-308) des TNFa- Gens mit
einer signifikanten Risikoerhdhung fur Asbestosen (ORon = 1,57; 95%-KI: 1,05-2,36;
p=0,03), insbesondere fiir die an einer schwerwiegenden Lungenasbestose leidenden
Patienten mit der ILO- Klassifikation 3/2, 3/3 und 3+ (ORn= 4,15; 95%-KI: 1,06-
16,16; p=0,04) assoziiert war. Der Vergleich von Patienten mit Asbestose und Patienten
mit asbestinduzierten Bronchialkarzinomen zeigt ebenfalls signifikante Ergebnisse
(ORyonh= 4.08; 95%-KI: 1.53-10.54; p=0,004 und ORagjustiert = 3.89; 95%-KI: 1.49-10.17;
p=0,006). Das A-Allel des TNFo Polymorphismus (-238) ist beziglich der
asbestinduzierten Bronchialkarzinome mit einem tendenziell protektiven Effekt
assoziiert (ORyon = 0,47; 95%-KI: 0,10-2,13; p=0,33) und (ORagjustiert = 0,715; 95%-KI:
0,092-5,561; p=0,749). Fir das A-Allel des TNFo Polymorphismus (-238) konnten
keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden, auch der direkte Vergleich zwischen
fibrosierenden und malignen Lungenerkrankungen lieR lediglich eine tendenziell
Risikoveranderungen nachweisen. Hierbei zeigte sich ein erhdhtes Risiko fiir
fibrosierende Lungenerkrankungen (ORon = 1,058; 95%-KI: 0,687-1,631; p=0,797) und
(ORugjustiert = 1,056; 95%-KI: 0,65-1,716; p=0,826). Insgesamt haben Trager des A-
Allels der Polymorphismen (-308) und (-238) ein deutlich erhdhtes Risiko an
fibrosierenden Lungenerkrankungen zu erkranken und ein erniedrigtes Risiko flr

Tumorerkrankungen. Diese genetische Variabilitit konnte einen Teil der
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Zusammenfassung

interindividuell unterschiedlichen Suszeptibilitat erklaren. In der weltweiten Literatur
finden sich wenige Studien, die den Zusammenhang zwischen den
Einzelnukleotidpolymorphismen an der Stelle -238 und -308 des TNFo und

Pneumokoniosen untersucht haben.
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7/ Summary

Tumour Necrosis Factor alpha (TNFa) is one of the most potent proinflammatory
cytokine and has been suggested to play an important role in the pathogenesis of
inflammable diseases as well of various malignant diseases. The best examined single
nucleotid polymorphisms (SNPs) in the promoter of TNFa gene is the (-238) and (-
308) SNP. They are associated with a modified TNFa level in vitro. Both SNPs were
examined in a case control study.

We defined the genotypes via a qualitative polymerase chain reaction. We genotyped
the TNFa gene in 1019 patients and 177 healthy controls. The patient population is
composed of following occupational diseases: 162 silicosis (no. 4101 BKV), 395
asbestosis (no. 4103 BKV), 33 pleural mesothelioma (no. 4105 BKV) and 374 bronchial
carcinoma (48 due to asbestos, no. 4104 BKV).

The A-Allele of the (-308) polymorphism was found to be significantly associated with
a higher risk for asbestosis (OR¢uge = 1.57; 95%-Cl: 1.05-2.36; p=0.03), especially for
severe ashbestosis (ORguge= 4.15; 95%-Cl: 1.06-16.16; p=0.04). We further
demonstrated for lung fibrosis patients vs. lung cancer patients that an A allele at —-308
of the TNFo promoter was significantly associated with a higher risk for fibrotic lung
diseases (ORcruge= 4.08; 95%-Cl: 1.53-10.54; p=0.004 and OR,g;j. = 3.89; 95%-Cl: 1.49-
10.17; p=0.006). An A allele at (—238) of the TNFa promoter was found to have an
protective effect on asbestos induced lung cancer (OR¢ruge = 0.47; 95%-CI: 0.10-2.13;
p=0.33 and OR,qj. = 0.715; 95%-ClI: 0.092-5.561; p=0.749). These results did not gain
any significance, even when OR was performed for lung fibrosis patients versus lung
cancer patients. The lung fibrosos patients were at a higher risk when carrying the A
allele but significane remained to be achieved (OR¢ryge = 1.058; 95%-CI: 0.687-1.631;
p=0.797 and OR,gj. = 1.056; 95%-CI: 0.65-1.716; p=0.826).

In summary, the A-Allele of the (-238) and (-308) polymorphisms are associated with a
higher risk for fibrotic lung diseases and a lower risk for malignant lung cancers. These
genetic variations could explain the interindividuel susceptibility to lung diseases.
Examinations, like this study, that relate significant diseases in the domain of
occupational medicine to TNFa SNPs, are rare to find in worldwide literature, and can

barely be compared to the high number of cases in the examined population.
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8 Abkirzungsverzeichnis

A Lambda (Wellenlange)

A Adenosin

Arg Arginin

BC Bronchialcarcinom

BK Berufskrankheit

BKV Berufskrankheitenverordnung

BRD Bundesrepublik Deutschland

C Cytosin

CD4+ Cluster of Differentiation 4 tragender T- Lymphozyt
COX Cyclooxygenase

CTL cytotoxischer T-Lymphozyt

DC Dendritische Zelle

DD Death Domaine

DEPC Diethylen Pyrocarbonat

DANN Desoxyribonucleinacid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FADD Fas Associated protein with Death Domain
For forward

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer
G Guanin

H,0O Wasser

IKK IkappaB kinase

IKB Inhibitor of NF-xB

ILO Internationale Staublungenklassifikation
INFy Interferon gamma

kDa Kilo Dalton

KI Konfidenzintervall

LED Leuchtdiode (engl. Light Emitting Diode)
LPS Lipopolysaccharid
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Abkirzungsverzeichnis

LC
MEKK
MgCl,
MHC
MMP
MRNA

mt

NaCl
NF-xB
NIK
NK
NKT
NOS
oD
OR
PCR
PJ

PM
p-Wert
RIP
ROI
Rpm

Taq
TGFB
Th 17
TNFa
TNFR1
TNFR2
Treg
TRADD
TRAF
uv

LightCycler

MEK- Kinase
Magnesiumchlorid

Major Histocompatibility Complex
Matrix Metalloproteinase
messenger Ribonucleinacid
mutanter Typ

Anzahl

Natriumchlorid

Nuklearer Faktor kappa B
NF-xB-inducing kinase
Naturliche Killerzelle
Naturliche Killer T-Zelle

Nitric oxide synthase

Optische Dichte

Odds Ratio

Polymerase Chain Reaction
Packungsjahr

Polymorphismus

Signifikanz
Receptor-interacting protein
reactive oxygen intermediate
Rotations per minute

Thymin

Thermophilus aquaticus
Transforming Growth Factor beta
T- Helferzelle 17

Tumor Nekrose Faktor alpha
TNF Rezeptor 1

TNF Rezeptor 2

regulatorische T-Zelle
TNF-receptor 1-associated death domain protein
TNF-receptor-associated Factor

Ultraviolett
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13 Anhang

13.1 Aufklarungsbogen und Einwilligungserklarung

Einwirkung von Fremdstoffen und genetischen Eigenschaften
auf die Aktivitat von Enzymen im Hinblick auf

Lungenerkrankungen

Aufklarungsbogen und Einwilligungserklarung

Vollstdndige Bezeichnung des Forschungsvorhabens:

Genexpressions- und Proteinexpressionsanalysen von am Fremdstoffmetabolismus beteiligten Enzymem

sowie Cytokinen unter dem EinfluR von endogenen und exogenen Faktoren.

Verantwortlicher Trager und Leiter des Forschungsvorhabens:

Herr Prof. Dr. Schneider, Frau Dr. Helmig

Proband/in (Name, VVorname):

..................................................................................... ygeb.am ..o TeiINNE

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

unsere Arbeitsgruppe ist sehr daran interessiert, neue wissenschaftliche Erkenntnisse in dem oben
genannten Forschungsvorhaben zu gewinnen. Wir waren Ihnen daher sehr dankbar, wenn Sie sich zu
einer Teilnahme bereit erklaren wirden. Diese ist selbstverstédndlich freiwillig, Sie werden in dieses
Forschungsvorhaben also nur dann einbezogen, wenn Sie Ihre Einwilligung erkléren. Um Sie uber das
Vorhaben und Uber die etwaigen Vorteile und Risiken lhrer Teilnahme zu informieren, wird der
verantwortliche Arzt ein ausfilhrliches Gespréch mit Ihnen fiihren. Vor diesem Gesprach mochten wir Sie
bitten, die nachfolgenden Ausfiihrungen zu lesen. Sie kdnnen sich dadurch bereits einen eingehenden
Uberblick verschaffen.
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Anhang

Das Forschungsvorhaben

Worum geht es?

Im Rahmen des Vorhabens ist geplant, bei lhnen einmalig ca. 40 ml Blut vends (aus dem Arm) zu
entnehmen. Aus diesem Blut wird dann im weiteren die RNA und die DNA gewonnen, um so eine
Aussage Uber die Aktivitat von Enzymen und uber die individuellen genetische Eigenschaften machen zu
kénnen. Wir wollen herausfinden inwiefern sich die Aktivitat von Enzymen durch &uRRere Einwirkungen
z.B. Rauchen andert und welchen Einfluss genetische Eigenschaften auf die Aktivitdt dieser Enzyme
haben. So kann zukinftig ein individuelles Lungenkrebsrisiko besser abgeschatzt werden und bei der
Vorsorge sowie der Diagnosestellung berticksichtigt werden.

Bringt mir die Teilnahme personliche Vorteile?

Ihre Teilnahme ist mit keinerlei personlichen Vorteilen fur Sie verbunden. lhre Teilnahme ermdglicht
uns jedoch den Gewinn neuer Erkenntnisse durch Forschung zum Nutzen zukinftiger Patienten. Mit Ihrer
Teilnahme leisten Sie also einen uneigennitzigen Beitrag zur Férderung des medizinischen Fortschritts.

Welche Risiken und Belastungen sind zu beftirchten?

Das zu untersuchende Blut wird aus einer Vene des Unterarms (V. cubitalis) entnommen. Der Kleine
Einstich (Punktion) ist in der Regel harmlos und verursacht keine Probleme.

Es ist nicht auszuschlieRen, dass es im Rahmen der Blutenthahme zur Entstehung von Hamatomen
(blauen Flecken) an der Entnahmestelle kommen kann.

In sehr seltenen Fallen kann es zu einer Thrombophlebitis (Entziindung des BlutgefaRes) kommen.

Eine verlangerte Blutung ist nur bei Gerinnungsstérungen oder bei der Einnahme blutverdiinnender
Medikamente zu befurchten.

Um diese Risiken zu minimieren, werden wir besondere Sorgfaltspflicht walten lassen. Die Blutentnahme
wird fachgerecht durchgefuhrt werden. Vor der Entnahme wird das betroffene Gebiet sorgféltig
desinfiziert um so Infektionen und Entziindungen vorzubeugen. Nach der Entnahme wird mit einem
sterilen Tupfer Druck auf die Entnahmestelle ausgetibt werden, um eine Blutung sowie der Entstehung

von Hadmatomen vorzubeugen.

Bei fachgerechter Blutentnahme sind Risiken und Nebenwirkungen eigentlich selten. Kleinere
Bluterglsse (Hadmatome) sind zumeist harmlos und verschwinden in der Regel nach kurzer Zeit. Starkere
Blutungen oder Infektionen der Punktionsstelle treten duRerst selten auf. Kreislaufempfindliche oder

angstliche Patienten sollten wahrend der Blutentnahme liegen.
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Patienten, die mit gerinnungshemmenden Medikamenten (wie Cumarine oder Heparin) dauerbehandelt
werden, sollten vor einer Blutentnahme darauf hinweisen. In diesem Fall ist eine langere
Kompressionszeit der Vene nach der Punktion sinnvoll. Bei einigen Erkrankungen (z. B. L&hmungen,

Hauterkrankungen) sollten Blutentnahmen in den betroffenen Bereichen vermieden werden.

Woran ist noch zu denken?

Ihre personlichen Daten werden geschutzt.

Die Durchfilhrung des Forschungsvorhabens erfordert es, dass von Ihnen personenbezogene Daten,
insbesondere Angaben (ber lhre Gesundheit, erhoben, aufgezeichnet und verarbeitet werden. Die
erhobenen Daten werden fir die wissenschaftliche Auswertung des Forschungsvorhabens verwendet,
fur die Uberwachung des Forschungsvorhabens durch die zustandigen Uberwachungsbehérden sowie fiir
die Archivierung der Forschungsergebnisse. Die Verwendung der Daten kann darlber hinaus auch fir
einen Antrag auf Zulassung eines Arzneimittels bei der zustdndigen Arzneimittelzulassungshehorde
erforderlich sein oder fir eine Veroffentlichung der Forschungsergebnisse (beispielsweise in
medizinischen Fachzeitschriften).

Die Erhebung, Verarbeitung, Weitergabe und Speicherung der Daten unterliegt strengen
spezialgesetzlichen Bestimmungen, die restriktiv eingehalten werden. Dementsprechend erfolgt eine
Weitergabe und Einsichtnahme Ihrer personenbezogenen Daten nur durch die zustdndigen
Uberwachungsbehérden und durch zur Verschwiegenheit verpflichtete Mitarbeiter der Einrichtung, die
die Durchfihrung des Forschungsvorhabens finanziell fordert. Im Ubrigen unterliegen Ihre Daten den
allgemeinen Bestimmungen des hessischen Datenschutzgesetzes. Inshesondere eine Verdffentlichung
der Daten in wissenschaftlichen Publikationen erfolgt nur, wenn zuvor jeder Bezug zu lhrer Person
unkenntlich gemacht worden ist, entweder durch Anonymisierung oder durch Verwendung eines
anderen Namens, also eines Pseudonyms.

Ansprechpartner fiir die Verwaltung lhrer Daten ist: Frau Dr. Helmig, Institut fir Arbeits- und
Sozialmedizin, Aulweg 129, 35392 Giellen, Tel.: 06419941315, Fax: 06419941309, email:

simone.helmig@arbmed.med.uni-giessen.de
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Es besteht Versicherungsschutz.

Um den gesetzlichen Vorgaben zu geniigen, wurde flr die Studie rein vorsorglich eine Versicherung
abgeschlossen, die im Interesse der Teilnehmer etwaige Schaden abdeckt. Bitte beachten Sie, dass Sie bei
Auftreten einer Gesundheitsschadigung, die Folge des Forschungsvorhabens sein konnte, gehalten
sind, diesen Schaden dem Versicherer unverziglich anzuzeigen. In einem solchen Fall sind Sie zudem
gehalten, zweckmaRige MaBnahme zu treffen, die der Aufklarung der Ursache und des Umfangs des
eingetretenen Schadens und der Minderung dieses Schadens dienen. Ausflhrlichere Informationen
hieriber erhalten Sie im Arztgesprach, auch dariiber, wie Sie sich verhalten missen, um Ilhren
Versicherungsschutz nicht zu gefédhrden. Auf Wunsch konnen Sie auch gerne Einsicht in die

Versicherungsbedingungen nehmen.

Sie kénnen Ihre Teilnahme jederzeit beenden.

Wenn Sie aus dem Forschungsvorhaben ausscheiden mdchten, kénnen Sie lhre Einwilligung jederzeit

und ohne Angabe von Grinden widerrufen. Durch den Widerruf entstehen lhnen keinerlei Nachteile.

Zum Zeitpunkt lhres Widerrufs bereits erhobene personenbezogene Daten werden von Ihrem Widerruf
jedoch nur dann erfasst, wenn deren weitere Verwendung nicht erforderlich ist. Haufig ist eine solche
weitere Verwendung der bereits erhobenen Daten jedoch erforderlich, um die wissenschaftliche
Auswertung des Forschungsvorhabens nicht zu gefahrden. Sollten bei lhrem Ausscheiden aus dem
Forschungsvorhaben bereits einzelne Malnahmen bei lhnen durchgefilhrt worden sein, lage eine
Loschung der bereits erhobenen Daten auch gar nicht in Ihrem eigenen Interesse. Denn sollten im
Nachhinein Risiken oder Nebenwirkungen dieser MaRnahmen bekannt werden, kénnen wir Sie nur dann
Uber eine medizinische Nachsorge informieren, wenn uns zu diesem Zeitpunkt lhre Daten noch vorliegen.

Wir werden daher im Fall eines Widerrufs unverziglich prifen, ob Ihre Daten aus den genannten
Grinden weiter bendtigt werden. Sollte dies nicht der Fall sein, werden lhre Daten je nach den
technischen Gegebenheiten umgehend gesperrt, geléscht oder vernichtet. Anderenfalls werden Ihre Daten
erst mit Wegfall der genannten langerfristigen Verwendungszwecke geldscht, unabhéngig hiervon jedoch

spatestens mit Ablauf der vorgeschriebenen Aufbewahrungsfrist.
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Einwilligungserklarung

Ich habe mir anhand des ausgehandigten Aufkliarungsbogens einen Uberblick iiber das
Forschungsvorhaben verschafft.

Anschlielend hat DI. .......cccoeveiiiiiice e AM e UM e, uhr
ein ausfihrliches Gesprach mit mir gefiihrt. Gegenstand des Gespréachs war insbesondere

= der ndhere Inhalt und der praktische Ablauf des Vorhabens, vor allem

die Fragestellung des Projektes. ..o e ;
= die Frage, inwieweit Vorteile, Risiken oder Belastungen zu erwarten sind, vor allem

die Blutentnahme DErefFENG ........c.vveiiiiiie e :
= Fragen des Daten- und Versicherungsschutzes sowie der Hinweis auf mein jederzeitiges
Widerrufsrecht.

Ich hatte Gelegenheit, Fragen zu stellen, und habe eine Kopie der vorliegenden Unterlagen erhalten.
Anschlieend wurde mir ausreichend Zeit gewahrt, um in Ruhe Uber meine Teilnahme nachzudenken.
Derzeit habe ich keine weiteren Fragen.

Mit der Teilnahme an dem Forschungsvorhaben bin ich einverstanden.

Meine Einwilligung umfasst auch die beschriebene Verwendung meiner personenbezogenen Daten,

insbesondere die Erhebung und Verarbeitung von Angaben tiber meine Gesundheit.

(Ort, Datum) (Unterschrift Proband/in)

Vielen Dank fur Ihre Hilfe! Selbstverstandlich werden wir Sie umgehend informieren, falls im Verlauf
des Forschungsvorhabens Informationen bekannt werden, die lhre Bereitschaft zur weiteren Mitwirkung

beeinflussen kdnnten.

(Ort, Datum) (Unterschrift  Untersuchungsleiter / Stellvertreter)
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13.2 Fragebogen

Fragebogen
Blutentnahmeam: /[
Rohrchenbeschriftung:
Patienten-Daten:
Name: Geschlecht: m[]  wI[]
Vorname: GroRe
Geburtsdatum: ] Gewicht

Rauchverhalten — Zutreffendes bitte ankreuzen

Ex-Raucher [1  Raucher [1  Nieraucher [
Sind Sie passivem Rauchen durch Familie oder Beruf ausgesetzt? Jall  Nein[]
Rauchgewohnheiten — Raucher / Ex-Raucher

Wieviele Zigaretten rauchen Sie pro Tag/

haben Sie pro Tag geraucht?

Seit wievielen Jahren rauchen Sie/

uber welchen Zeitraum haben Sie geraucht?

Hatten Sie zwischenzeitlich raucherfreie Zeit? Wenn ja, wie lang?

Wann genau haben Sie die letzte Zigarette geraucht?
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Arbeitsplatz:
Beruf:

Arbeitszeit in Stunden pro Tag:

Gefahrstoffeinwirkung am Arbeitsplatz:

Erkrankungen — Zutreffendes bitte ankreuzen

Sind Erkrankungen bekannt? Jall  Nein[]

Wenn ja, welche?

Welche Medikamente nehmen Sie?

Gibt es familidr gehdufte Erkrankungen? Jar]

Wenn ja, welche?

Nein [

Krebserkrankungen in der Familie:
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